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Weltweit sind Herzkreislauferkrankungen 2013 ursächlich für 32% aller Todesfälle gewesen 
(1). Eine der dominierenden Erkrankungen aus dieser Gruppe ist die Herzinsuffizienz. So hat 
die Rotterdam-Studie eine Prävalenz der Herzinsuffizienz von ~7% ergeben (2) und die 5-
Jahres-Überlebensrate wird mit ungefähr 52% angegeben (3). Es wird vermutet, dass bis zu 
30-40% der Fälle der Herzinsuffizienz durch die dilatative Kardiomyopathie (DCM) bedingt sein 
können (4). Wiederum gehört die DCM zur Gruppe der Kardiomyopathien, welche sich aus 
der DCM, der hypertrophen Kardiomyopathie, der restriktiven Kardiomyopathie, der arrhyth-
mogenen rechtsventrikuläre Kardiomyopathie und den nicht klassifizierten Kardiomyopathien 
zusammensetzen. Dabei ist die DCM insgesamt die häufigste Erkrankung in dieser Gruppe (5, 
6) und zusätzlich auch einer der häufigsten Gründe für Herztransplantationen (4). Da das 
Überleben mit dieser Krankheit immer noch schlecht ist (7), kann ein besseres Verständnis 
der Genetik und der pathophysiologischen Zusammenhänge der DCM zur Entwicklung neuer 
Therapien, Verbesserung der Prognose und Steigerung der Lebensqualität von betroffenen 
Patienten beitragen. 
 
1.2 Dilatative Kardiomyopathie 
 
Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) wird durch das Vorhandensein von Dilatation und Dys-
funktion im linken Ventrikel charakterisiert, ohne durch eine koronare Herzkrankheit, Bluthoch-
druck oder Klappenerkrankungen entstanden zu sein (5). Die Symptome von Betroffenen sind 
die der Herzinsuffizienz sowie Herzrhythmusstörungen und mit einem hohen Risiko für den 
plötzlichen Herztod verbunden (8). Typische echokardiographische, diagnostische Befunde 
sind eine Reduktion der linksventrikulären Verkürzungsfraktion (Fractional Shortening) auf 
<25% oder eine Erhöhung des linksventrikulären, enddiastolischen Durchmessers (LVEDD) 
auf >117% der Norm bezogen auf Alter und Körperoberfläche (7). Diese echokardiographi-
schen Befunde stehen exemplarisch für die teils massive Dilatation des linken Ventrikels bei 
der DCM. Die Herzen zeigen teilweise beachtliche Hypertrophie der Kardiomyozyten, die sich 
in einem gesteigerten Herzgewicht und mikroskopischer Vergrößerung der Kardiomyozyten 
widerspiegelt. Dies wird häufig von einer myokardialen Fibrose begleitet, was zusammenge-
nommen mit der Dilatation und Hypertrophie für eine verringerte Kontraktilität sorgen kann (9). 
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Die Prognose dieser verheerenden Erkrankungen ist dementsprechend schlecht und die Pa-
tienten entwickeln häufig Herzversagen mit einer Mortalität von circa 25% in einem Jahr und 
circa 50% über fünf Jahre (10), wenn nicht rechtzeitig ein Spender für eine Transplantation 
gefunden werden kann. 
Ätiologisch gibt es vielfältige Ursachen der Dilatativen Kardiomyopathie. Hier kann in die Ka-
tegorien genetischer und nicht genetischer Gründe unterschieden werden. Die nicht geneti-
schen Ursachen umfassen beispielsweise kardiotoxische Medikamente, Alkoholkonsum, My-
okarditiden oder sind idiopathischer Genese (5, 11). Jedoch wird in bis zu 50% der Fälle von 
einer genetischen Kausalität ausgegangen. Weiterhin kann angenommen werden, dass viele 
Fälle sporadischer oder idiopathischer DCM ebenfalls einen genetischen Hintergrund haben 
könnten, der bislang lediglich nicht identifiziert worden ist (4). Typische Mutationen finden sich 
hier zum Beispiel bei 20-25% der familiären DCM im Titin (TTN) Gen oder bei 6% im Lamin A/C 
(LMNA) (11). Insgesamt gibt es Berichte über mehr als 50 verschiedene Genloci, die betroffen 
sein können (12). Des Weiteren existieren große Überschneidungen in Genen, deren Mutation 
eine DCM oder auch eine hypertrophe Kardiomyopathie auslösen können. In vielen Patienten 
kommt es aber auch zu kombinierten Mutationen an mehreren Genloci (4), wobei die genauen 
Mechanismen und das Zusammenspiel der verschiedenen Partner auf molekularer Ebene 
komplex sind und nach wie vor weiterer Forschung bedürfen.  
 
1.2.1 Bedeutung der Sarkomere bei der Entstehung der DCM 
 
Das Sarkomer in Kardiomyozyten ist für deren typische Querstreifung verantwortlich, welche 
lichtmikroskopisch beobachtet werden kann. Vereinfacht besteht ein Sarkomer aus Z-Scheibe, 
welche als Ansatzpunkt für filamentöses Aktin, Nebulin und Titin dient, sowie der M-Bande, 
die als Ausgangspunkt des Myosins dient und mit der Z-Scheibe indirekt über die Myosinköpfe 
verbunden ist, indem sie an dem Aktin binden können. Das Rückgrat der Z-Scheibe wird aus 
α-Actinin gebildet und ist unter anderem für die Verankerung des Aktin zuständig. Die einzel-
nen Sarkomere, welche in einer parallelen Form angeordnet sind, werden durch Intermediär-
filamente miteinander verbunden und übertragen ihre Kraft über sogenannte Costamere an 
das Sarkolemm (13-15). Mutationen im Sarkomer können häufig für eine DCM verantwortlich 
sein (16-18). Oft kommen Mutationen, die eine DCM auslösen beispielsweise im bereits er-
wähnten Titin (TTN) (19) oder Myosin (20) vor. Neben Bestandteilen des Sarkomers an sich 
führen auch Mutationen in Z-Scheiben assoziierten Genen wie dem Muscle-LIM-Protein (MLP) 
(21) oder Cypher/ZASP zur DCM (22). Es wird vermutet, dass 35%-40% der genetischen Fälle 
der DCM durch Mutation in Sarkomer-Proteinen hervorgerufen werden (17), was die außeror-
dentliche Rolle des Sarkomers und ihrer Bestandteile bei der Entstehung der DCM anzeigt 
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(23). Insbesondere die Z-Scheibe ist hier hervorzuheben, da kürzlich eine wachsende Zahl 
von Bindungspartner und Interaktionen hier entdeckt worden sind, die Einfluss auf die Entste-
hung einer DCM nehmen können (15). Somit haben solche hier wirkenden Proteine eine hohe 
Wahrscheinlichkeit an der molekularen Pathogenese der DCM beteiligt zu sein. 
 
1.2.2 Aktinstoffwechsel in der DCM 
 
Ein essenzieller Bestandteil der Sarkomere ist das filamentöse Aktin (F-Aktin), welches die 
vom Myosin ausgehende Kraft überträgt. Zusätzlich ist es ein wichtiger Bestandteil des Zyto-
skelettes der Zellen und wird aus monomerem G-Aktin gebildet. Im Herzen werden zwei 
Isoformen exprimiert, nämlich das kardiale α-Aktin (ACTC1) und das muskuloskelettale α-Aktin 
(ACTA1) (24). Die Verteilung der α-Aktin-Isoformen ist je nach Spezies, Alter und Beanspru-
chung des Herzens unterschiedlich. So findet sich in Nagern generell weniger ACTA1 im Her-
zen als im Menschen, wohingegen es dort im adulten Herzen die vorherrschende Isoform ist 
(25). Dabei zeigt sich eine stetige Heraufregulation von ACTA1 während der Entwicklung und 
Alterung des Herzens (25, 26). Außerdem wird davon ausgegangen, dass sich ACTA1 und 
ACTC1 in ihrer Funktion unterscheiden, da ACTA1 mit einer verstärkten Kontraktilität des 
Herzmuskels einhergeht (27). Weiterhin kommt es bei Herzinsuffizienz mit kardialer Hypertro-
phie und Fibrose generell zur Steigerung der ACTA1 Expression. Diese finden sich vor allem 
in den fibrotischen Arealen mit hoher mechanischer Belastung (28), was Rückschlüsse auf 
den funktionellen Unterschied zwischen den einzelnen Isoformen erlauben kann (29). Darüber 
hinaus können Mutationen im ACTC1 Gen, die mit einer gestörten Kraftübertragung im Sarko-
mer einhergehen, zu einer DCM führen (30). ACTA1 Mutation resultieren wiederum haupt-
sächlich in einer Myopathie der Skelettmuskeln (31). 
Die Regulierung des Aktinstoffwechsels wird auch als Aktindynamik bezeichnet, da es sich 
nicht um ein starres System handelt, sondern viele verschiedene Faktoren dynamisch auf es 
einwirken, sodass ein komplexes System mit vielen regulatorisch wirksamen Partnern gebildet 
wird. Es wird vermutet, dass Aktin das Protein mit den meisten Protein-Protein-Interaktionen 
überhaupt sein könnte (32). Vereinfacht gesagt kommt Aktin in zwei Zuständen in den Zellen 
vor. Zum einen als monomeres G-Aktin und zum anderen als filamentöses F-Aktin. Obendrein 
hat das F-Aktin zwei Enden: das (-) Ende („pointed end“) und das (+) Ende („barbed end“). 
G-Aktin ist im Vorfeld mit ATP beladen, was im Filament allmählich zu ADP + Pi dissoziiert, 
sodass es als das „gealterte“ Aktin identifiziert werden kann und durch die ADF/Cofilin-Familie 
vom F-Aktin abgetrennt werden kann. Der An- und Abbau des F-Aktin erfolgt an beiden Enden, 
was allerdings nicht gleichförmig geschieht, sondern am (-) Ende langsamer als am (+) Ende. 
Dieser Mechanismus aus An- und Abbau wird auch als „Tretmühlenmechanismus“ bezeichnet 
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(33, 34). Die Regulierung des Aktinstoffwechsels unterliegt insbesondere dem Serum 
Response Faktor (SRF), da SRF abhängig vom Aktingehalt der Zelle die Transkription von 
Aktin sowie von weiteren regulatorisch beteiligten Genen anregt und somit entscheidend für 
die Aktindynamik ist (35). Im Herzen geschieht dies zusammen mit dem Koaktivator Myokardin 
(36). Mutationen von SRF an sich (37-40) oder in mit ihm assoziierte Proteine (41) sind auch 
an der Entstehung einer DCM beteiligt, was die zentrale Rolle von SRF und Aktin in der Pa-
thogenese der DCM anzeigt. 
 
1.3 Remodeling bei der dilatativen Kardiomyopathie 
 
Die pathologischen Veränderungen des Herzens bei der DCM und auch bei weiteren kardialen 
Erkrankungen werden unter dem Begriff des kardialen Remodelings zusammengefasst. Dazu 
zählen die bereits erwähnte Dilatation und Ausdünnung des linken Ventrikels, aber auch 
myokardiale Fibrose, funktionelle Mitralklappeninsuffizienz, dyssynchrone Ventrikelkontraktion 
und die Vergrößerung von anderen Herzhöhlen. Auf zellulärer Ebene ist unter anderem eine 
vermehrte Apoptose sowie eine Hypertrophie der Kardiomyozyten zu beobachten (42, 43). 
Zudem sind häufig unterschiedliche Phänotypen in der DCM aufzufinden, da die Patienten die 
unterschiedlichen Teilaspekte des Remodelings in individueller Ausprägung präsentieren (42).  
Die Umkehr dieses Prozesses, welcher auf lange Sicht prognoseverschlechternd wirkt, stellt 
einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar (44). Bei der Therapie der DCM steht 
vor allem die Behandlung der aus ihr resultierenden Herzinsuffizienz im Vordergrund. Doch 
wird somit auch pharmakologisch auf das Remodeling eingewirkt, um ein Vorschreiten der 
pathologischen Veränderungen zu unterbinden (9). So hat beispielsweise der Einsatz von 
eines β-Blockers einen förderlichen Einfluss auf die Umkehr des ventrikulären Remodelings, 
indem es zu einem verminderten linksventrikulären, endsystolischen Volumen und einem er-
höhten Fractional Shortening kommt (45). Aus der Erforschung weiterer Aspekte des Remo-
delings könnten sich so neue Therapieansätze finden lassen. 
 
1.3.1 Kardiale Hypertrophie 
 
Die kardiale Hypertrophie stellt einen Teil des Remodelings und einen Baustein in der Patho-
logie der DCM dar. Sie beschreibt einen Adaptionsprozess des Herzens und seines zellulären 
Apparates gegenüber verschiedenen Stimuli wie biomechanischem Stress, um die Wandspan-
nung im Herzen zu normalisieren (46). Dabei ist die Hypertrophie durch das Vorhandensein 
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folgender Charakteristika definiert. Zum einen kommt es zur Vergrößerung der Kardiomyozy-
ten, die in einer Steigerung des Herzgewichtes resultieren kann. Zum anderen zeigt sich ein 
typisches Genprofil als vermehrt exprimiert. Diese Gene werden wegen ihrer Rolle in der 
Embryonalperiode des Herzens auch als fötale Gene bezeichnet. Dazu gehören neben weite-
ren Mitgliedern die Gene Nppa, das für das Atriale natriuretische Peptid (ANF) codiert und 
Nppb, welches für das natriuretische Peptid Typ B (BNP) codiert (46-48). Ursächlich kann 
zwischen extrinsischen und intrinsischen Auslösern der Hypertrophie differenziert werden. Ty-
pische extrinsische Ursachen sind Klappenerkrankungen und arterielle Hypertonie, die mit ei-
ner Druck- und/oder Volumenbelastung des Herzens einhergehen. Zu den intrinsischen Ursa-
chen werden die Kardiomyopathien gezählt (46).  
Bei der Hypertrophie handelt es sich um einen Anpassungsprozess, der im Herzen als Reak-
tion auf eine veränderte Belastung auftritt. Allerdings führt eine überschießende Hypertrophie 
zu einer Maladaption, die dann das Gegenteil bewirken kann, sodass die reibungslose Funk-
tion des Herzens nicht mehr gewährleistet ist. Dies wird dann auch als pathologische Hyper-
trophie bezeichnet (49). Diese unterscheidet sich von der durch körperliche Betätigung aus-
gelöste physiologische Hypertrophie unter anderem in der Expression der Myosin-Isoformen 
(50) und einer höheren Expression Hypertrophie assoziierter Marker wie beispielsweise BNP 
(51). Insgesamt scheint die Aktivierung anderer Signalwege den Unterschied zwischen patho-
logischer und physiologischer Hypertrophie auszumachen (49, 52). 
 
1.3.2 Pathologische kardiale Hypertrophie 
 
In einem initial von Meerson vorgestellten Modell wird von verschiedenen Phasen der Hyper-
trophie ausgegangen (53). Dabei soll die Hypertrophie als kurzzeitige Reaktion auf pathologi-
schen Stress von Vorteil für das Herz sein, wohingegen die länger andauernde Hypertrophie 
mit einer schlechteren Funktion der Ventrikel und Prognose assoziiert ist und die Entstehung 
einer Herzinsuffizienz begünstigen kann (Abbildung 1) (54). Darüber hinaus kann gesagt wer-
den, dass kardiale Hypertrophie kompensatorisch nicht immer gebraucht wird, da bei kurzzei-
tiger Druckbelastung eine Inhibition der hypertrophen Antwort keine Verschlechterung des Zu-
standes des Herzens ergibt (55). Dass es sich bei der Hypertrophie um eine Maladaption han-
delt, zeigen die Auswirkungen auf den Menschen, wenn diese länger andauert. So geht die 
pathologische Hypertrophie des Herzens mit einer verschlechterten Prognose, erhöhter Mor-
talität und dem gesteigerten Auftreten von Herzinsuffizienz einher (56, 57). Zusätzlich haben 
Patienten mit linksventrikulärer Hypertrophie ein signifikant höheres Risiko für den plötzlichen 
Herztod (58). Die Therapie der Hypertrophie und Herzinsuffizienz beschränkt sich mitunter auf 
die vermuteten Auslöser wie die Behandlung von Klappenerkrankungen oder die Senkung der 
 6 
chronischen Aktivierung neurohumoraler Faktoren und beinhaltet verschiedene pharmakolo-
gische Substanzen wie β-Blocker und ACE-Hemmer, um dem entgegenzuwirken (Abbildung 
1). Hier könnte die Behandlung der Hypertrophie ein neuer Ansatz mit ähnlicher Wirkung sein 
(54), was gerade bei Kardiomyopathien vorteilhaft sein könnte, da diese meistens einen ge-
netischen Hintergrund besitzen und somit ein behandelbarer Auslöser fehlt.  
Die Entstehung der Hypertrophie auf molekularer Ebene ist hierfür ein wichtiger Ansatz, da ein 
tiefes Verständnis der pathophysiologischen Zusammenhänge potentiell bei der Entwicklung 




Abbildung 1: Modell der Therapie von kardialer Hypertrophie. Aus Schiattarella et al. 2015 (54). 
Stress führt im Herzen unter anderem zu β-adrenerger-Aktivierung und RAAS-Stimulation (Renin-Angi-
otension-Aldosteron-System) sowie zu Hypertrophie und ist im kurzen Zeitraum vorteilhaft. Auf lange 
Zeit betrachtet scheint es eher maladaptiv zu sein. Allerdings kann nur auf zwei Teilaspekte therapeu-
tisch eingewirkt werden (HF Rx; Herzinsuffizienz-Medikation, β-Blocker und ACE-Hemmer). Eine direkte 
Medikation gegen die Hypertrophie fehlt noch. 
 
1.4 Calcineurin Signalweg 
 
Calcineurin ist eine ubiquitär vorkommende, Calcium/Calmodulin-abhängige Serin-/Threonin-
Protein-Phosphatase. Bei ihr handelt es sich um einen Heterodimer, der aus einer katalyti-
schen Untereinheit A (CnA) und einer regulatorischen Untereinheit (CnB) besteht (59). Für die 
Untereinheit A codieren drei Gene in Säugetieren, nämlich CnAα, CnAβ und CnAγ, wovon nur 
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CnAα und CnAβ im Herzen exprimiert werden und CnAβ die stresssensitive Isoform ist (60). 
Von der Untereinheit B gibt es zwei Isoformen CnB1 und CnB2, wobei im Herzen nur CnB1 
exprimiert wird (61). Die Funktion von Calcineurin im Allgemeinen beläuft sich auf die Dephos-
phorylierung von Serinresten des Transkribtionsfaktors NFATc („Nuclear factor of activated 
T-cells, cytoplasmic“), welcher daraufhin in den Nukleus translokalisiert und dort für die Tran-
skription verschiedener Gene wie beispielsweise solche, die Hypertrophie fördern, verantwort-
lich ist. Die Aktivierung Calcineurins geschieht abhängig von Ca2+ und Calmodulin (62, 63). 
Bekannt ist Calcineurin hauptsächlich als Ziel von pharmakologischen Inhibitoren wie bei-
spielsweise Ciclosporin A, welches durch Inhibition von Calcineurin in T-Zellen zu einer Im-
munmodulation führt und nach Transplantationen zur Immunsuppression oder zur Behandlung 
von rheumatischen Erkrankungen eingesetzt werden kann (64-66).  
 
1.4.1 Calcineurin bei kardialer Hypertrophie 
 
Eine Verbindung zwischen kardialer Hypertrophie und dem Calcineurin-Signalweg ist erstma-
lig von Molkentin und anderen 1998 beschrieben worden. Es ist gezeigt worden, dass Calci-
neurin im transgenen Mausmodell NFAT3 aktiviert. Wiederum interagiert NFAT3 nach seiner 
Translokation in den Nukleus dort mit GATA4 und führt zur Expression Hypertrophie fördern-
der Gene. Die Tiere entwickeln eine deutliche Hypertrophie mit Herzversagen, welche durch 
Einsatz von Calcineurin Inhibitoren wie Ciclosporin A aufgehoben werden kann, was die Be-
deutung von Calcineurin bei der Entstehung von kardialer Hypertrophie verdeutlicht (67). Seit-
dem ist Calcineurin verstärkt in das Zentrum der Aufmerksamkeit gerückt. Im Menschen ist 
unter anderem sowohl bei der hypertrophen, obstruktiven Kardiomyopathie als auch bei Druck-
belastung des linken Ventrikels durch eine Aortenstenose eine vermehrte Calcineurin Aktivität 
nachweisbar (68). Das Fehlen von CnAβ lässt im Mausmodell das Entwickeln einer Hypertro-
phie bei Druckbelastung (TAC, „transverse aortic constriction“) oder chronischer Angiotensin-
II Infusion nicht zu, was die zentrale Rolle Calcineurins bei der Entstehung kardialer Hypertro-
phie weiter festigt (60). Ebenfalls führt die in vitro Inhibition von Calcineurin dazu passend zu 
aufgehobener Reaktion auf hypertrophe Stimuli wie Phenylephrin oder Angiotensin II (69). In 
verschiedenen Tiermodellen der Kardiomyopathien deutet sich in vivo ebenfalls durch Inhibi-
tion von Calcineurin eine Reduktion der Hypertrophie an (70). Eine Übersichtarbeit, die ver-
schiedene Tiermodelle auf Calcineurin-Inhibition durch Ciclosporin A und FK506 sowie deren 
Auswirkungen auf kardiale Hypertrophie untersucht, kommt zu dem Schluss, dass Calcineu-
rininhibition zwar potentiell hilfreich zur Prävention kardialer Hypertrophie sein könnte. Aller-
dings kommt es zu teils erheblichen intra- und extrakardialen Nebenwirkungen dieser Sub-
stanzen und aufgrund einiger widersprüchlichen Ergebnisse verschiedener Studien, bleibt die 
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exakte Wirkweise dieser Substanzen unklar. Zusammengenommen erschwert dies einen the-
rapeutischen Nutzen der Calcineurin-Inhibition durch diese Substanzen (62).  
Darüber hinaus kann moderate Überexpression von Calcineurin in einem Mausmodell der di-
latativen Kardiomyopathie, MLP-/- (71), das Herz auch vor Dysfunktion schützen (72). Die kom-
plexe Position, die Calcineurin einnimmt, wird auch dadurch deutlich, dass sich vermehrte Cal-
cineurin-Aktivität lediglich in pathologischer Hypertrophie und nicht bei physiologischer Hyper-
trophie findet (73). Weitere Arbeiten haben ergeben, dass es sogar eher zu reduzierter Calci-
neurin-Aktivität bei physiologischer Hypertrophie kommt (74). Die Regulierung des Calcineu-
rin-Signalweges untersteht diversen Interaktionspartnern und Modulatoren. So wirkt exempla-
risch Lmcd1 (auch als Dyxin bekannt) als starker Koaktivator für Calcineurin, dessen Fehlen 
in verringerter Calcineurin-Aktivität resultiert und in vivo bei gleichzeitiger Überexpression von 
CnA und Lmcd1 zu einer Exazerbation des kardialen Phänotyps führt (75). Ein weiterer Mo-
dulator ist Rcan1-4, dessen Proteinexpression die Calcineurin-Aktivität anzeigt (76). So sind 
Rcan1-4 sowohl aktivierende als auch inhibierende Effekte auf Calcineurin zugewiesen wor-
den (77, 78), die möglicherweise je nach Expressionsniveau von Rcan1-4 hervorgerufen wer-
den (79). Ein weiterer negativer Modulator der Calcineurin-Aktivität ist Calsarcin-1, dessen 
Verlust ebenso in einer Exazerbation der kardialen Veränderungen mündet (80, 81).  
Zusammenfassend kann der Calcineurin-NFAT- Signalweg als ein obligater Regulator bei der 
Entwicklung von pathologischer, kardialer Hypertrophie zusammengefasst werden, der einer 




Das bereits erwähnte Calsarcin-1 Protein ist auch unter dem Namen Myozenin-2 bekannt und 
wird von dem Gen Myoz2 codiert. Bei Calsarcin-1 handelt es sich um ein ~30kDa großes Pro-
tein, welches herz- und skelettmuskelspezifisch exprimiert wird und an der Z-Scheibe lokali-
siert ist. Dort interagiert es mit α-Actinin und zieht die katalytischen Untereinheit von Calcine-
urin dorthin (81). Calsarcin-1 agiert als negativer Modulator der Calcineurin-Aktivität. Im ge-
mischten Hintergrund zeigen Calsarcin-1-/- Tiere keinen Phänotyp unter Normalbedingungen. 
Allerdings sind fötale Gene wie Nppa und Nppb sowie Rcan1-4 deutlich verstärkt exprimiert, 
ohne dabei wirkliche Hypertrophie zu zeigen. Doch lässt sich eine massive Zunahme der Hy-
pertrophie und Dilatation des Herzens bei Druckbelastung durch TAC oder Kreuzung mit Cal-
cineurin Transgenen Mäusen erreichen, die auf eine Enthemmung der Calcineurin Aktivität 
zurückgeführt werden kann (80). Auf der anderen Seite schützt Calsarcin-1 Überexpression in 
vitro vor Phenylephrin und Endothelin-1 induzierter Hypertrophie. In vivo lässt sich in einem 
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transgenen Mausmodell Angiotensin-II induzierte kardiale Hypertrophie abwenden (82). Wei-
terhin stellen bestimmte Mutationen von Calsarcin-1 auch Calcineurin unabhängige Auslöser 
einer hypertrophen Kardiomyopathie dar (83).  
 
1.4.3 Calsarcin-1 defizientes Mausmodell im C57Bl/6 Hintergrund 
 
Im gemischten Hintergrund zeigt das Calsarcin-1-/--Modell keinen grundsätzlichen Phänotyp, 
sondern erst dann, wenn ein bestimmter pathologischer Stress vorhanden ist (80). Dies ändert 
sich, wenn die Mäuse von einem gemischten in einen reinen C57BL/6-Hintergrund gekreuzt 
werden. Diese Mauslinie ist generell dafür bekannt, besonders sensitiv für kardiovaskuläre 
Veränderungen zu sein (84). So reagieren diese Mäuse im Vergleich zu anderen robusteren 
Mauslinien wie 129S1/SvImJ auf Druckbelastung durch TAC mit einem früheren Einsetzen 
exzentrischer Hypertrophie und Herzversagen (85). Hier zeigt Calsarcin-1 Defizienz nun einen 
rein dilatativen Phänotyp mit reduziertem Fractional Shortening und Anstieg des LVEDD, ohne 
weitere Begleiterscheinungen wie Hypertrophie und Fibrose zu präsentieren (86-88). Ausge-
hend von diesem Mausmodell ist nun in unserer Arbeitsgruppe genomweit nach differentiell 
regulierten microRNAs gesucht worden. Die Ergebnisse dieses Suchexperimentes sind in ei-
nem neuen, unabhängigen Kollektiv verifiziert worden und identifizieren die miR-301a-3p als 




Erstmalig sind microRNAs 1993 von Lee und anderen in den Fadenwürmern (C. elegans) be-
schrieben worden. Mit lin-4 ist hier ein Gen beschrieben worden, welches für einen 61 Basen-
paar (nt) langen Vorläufer einer microRNA codierte, welche dann zu einer 22nt microRNA ge-
reift ist (89). Zusammen mit der gleichzeitig erschienenen Arbeit von Wrightman et al. kann ein 
posttranskriptioneller, inhibitorischer Effekt dieser microRNA auf das Protein LIN-14 beschrie-
ben werden, sodass hier erstmalig die Regulation der Translation eines Proteins durch eine 
microRNA gezeigt worden ist (90). Anfangs ist die Regulierung durch microRNAs für eine Ein-
maligkeit in Fadenwürmern gehalten worden. Mit der Identifizierung von mehreren microRNAs 
in humanen Zellen kann von einem generellen Mechanismus auch in Säugetieren ausgegan-
gen werden (91). Nachdem die Deletion von miR-15 und miR-16 bei Chronisch Lymphatischer 
Leukämie entdeckt worden ist, konnte erstmalig eine Verknüpfung zwischen einer Krankheit 
und microRNAs hergestellt werden (92). So hat Anfang der 2000er Jahre eine intensivere 
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Auseinandersetzung mit microRNAs begonnen, welches die Klärung der Frage nach einer Be-
teiligung der microRNAs in der molekularen Pathogenese von verschiedensten Erkrankungen 
zum Ziel hat. 
Aktuell codieren mehr als 1000 Gensequenzen im menschlichen Genom für microRNAs, wel-
che unter anderem in Introns von proteincodierenden Sequenzen oder auch zwischen Genen 
vorkommen können (93, 94). Die Datenbank miR2Disease zählt im Moment 349 microRNAs 
(Stand 10/17), die in der Pathogenese von 163 verschiedenen Erkrankungen involviert sind 
(95). Durch ein grundlegendes Verständnis ihrer Funktionsweise in An- und Abwesenheit von 
Krankheiten könnten sich so potentielle Therapieansätze finden lassen. Eine Möglichkeit der 
Therapie besteht beispielsweise in der Inhibition von microRNAs. Dafür ist ein wichtiges Werk-
zeug der in vivo Einsatz von AntagomiRs (96). Im Primaten ist so durch den Einsatz von 
microRNA-Inhibitoren gezeigt worden, dass sich bei einer chronischen Hepatitis C die Virämie 
senken lässt und sich die virusinduzierte Leberzellveränderung bessert (97). Dies verdeutlicht 
das enorme Potential, welches sich aus der Erforschung von microRNAs ergeben kann. 
 
1.5.1 Funktionsweise von microRNAs 
 
Die Biogenese von microRNAs (A, Abbildung 2) beginnt im Zellkern mit der Transkription. Da-
für ist normalerweise die RNA Polymerase II zuständig, welche eine sogenannte primäre 
microRNA (Pri-miRNA) mit der charakteristischen Haarnadelstruktur erstellt (98). Diese besitzt 
wie eine proteincodierende mRNA ebenfalls eine 5‘-Cap-Struktur und einen Poly-A-Schwanz 
und kann gleichzeitig als mRNA für ein Protein dienen, wenn die microRNA Struktur in der 
3’UTR sitzt (99). Solch eine Pri-miRNA kann bei polycistronischen microRNAs auch mehrere 
Vorläufer und somit mehrere microRNAs enthalten (A, Abbildung 2) (98, 100). Durch die Haar-
nadelstruktur können microRNAs in der Pri-miRNA identifiziert und durch die nukleäre RNase 
Drosha herausgeschnitten werden, sodass eine kleinere Vorläufer-microRNA mit ∼70 Basen-
paaren und einem 2-nt starken Rest am 5‘-Ende entsteht, nämlich die Pre-miRNA (101). Mit-
hilfe des Proteins Exportin-5 wird die Pre-miRNA GTP abhängig aus dem Zellkern in das Zy-
toplasma exportiert (102, 103). Durch den Überhang am 5‘-Ende kann das zytoplasmatische 
Protein Dicer die Pre-miRNA erkennen (104) und erneut schneiden, sodass ein Komplex mit 
zwei reifen microRNAs von 21-24-nt Länge entsteht, indem sowohl das 5‘ und 3‘-Ende als 
auch die Schlaufe entfernt werden (105). In diesem Komplex werden die microRNAs je nach 
ursprünglicher Position in der Haarnadelstruktur mit dem 3p oder 5p Suffix versehen (106). Im 
weiteren Verlauf werden die microRNAs zum Teil des sogenannten RISC („RNA-induced silen-
cing complex“), welcher die Effekte der microRNA auf die mRNA vermittelt (107). Diese um-
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fassen die posttranskriptionelle, hemmende Genregulation, indem es neben weiteren Mecha-
nismen unter anderem zu einer Hemmung der Translation sowie eventuell zu einer Degradie-
rung der mRNA kommt (108, 109). 
Die Bindung der microRNA an die Ziel-mRNA erfolgt im Bereich der 3‘-untranslatierten-Region 
(3’UTR) der mRNA. Dafür ist essenziell, dass die sogenannte “Seed”-Sequenz, welche sich 
von Base zwei bis sieben des 5‘-Endes der microRNA erstreckt, exakt komplementär ist, wobei 
die restlichen Basen regelhaft nicht exakt übereinstimmen (110).  
 
 
Abbildung 2: Schema der microRNA Prozessierung und miR-301a Übersicht. A; Vereinfachte, 
schematische Übersicht der allgemeinen microRNA-Prozessierung und Funktion. Quelle: van Rooij, 
2011 (111). B; Darstellung des humanen Chromosom 17 (17p = kurzer Arm, 17q = langer Arm) mit 
Genlokus von miR-310a. C; Konservierung von miR-301a in Mensch (hsa), Rhesusaffe (mml), Haus-
maus (mmu) und Wanderratte (rno) mit der jeweiligen miR-301a Sequenz und zugehöriger Identifikati-
onsnummer (Accession number). 
 
1.5.2 Bedeutung von microRNAs in der Pathogenese der DCM 
 
MicroRNAs haben in der gegenwärtigen kardiovaskulären Forschung einen hohen Stellenwert 
mit einer steigenden Zahl von Arbeiten, die dazu jährlich publiziert werden. Die Relevanz eines 
funktionierenden microRNA-Apparates im Herzen wird durch ihr Fehlen deutlich. So hat der 
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herzspezifische Verlust von dem Protein Dicer, welches für die Reifung der microRNAs essen-
ziell ist (105), während der pränatalen Entwicklung des Herzens letale Folgen (112). Ein wei-
teres Mausmodell mit herzspezifischem Verlust von Dicer zeigt bei Einsatz des α-MHC Pro-
motors den Phänotyp einer DCM mit einer vollständigen Letalität bis Tag vier aufgrund Herz-
versagens (113). Auch die herzspezifische Deletion des Gens dgcr8, welches an der Bioge-
nese der microRNAs in Zusammenarbeit mit Drosha beteiligt ist (114), zeigt das Bild einer 
DCM mit gestörter Herzfunktion bei Störung der microRNA Funktion im Allgemeinen (115). 
Diese Modelle verdeutlichen zusammen betrachtet die grundlegende Bedeutung der microR-
NAs als Regulatoren bei der Entstehung von kardialen Erkrankungen wie der DCM.  
Des Weiteren sind microRNAs nicht nur in ihrer Gesamtheit beteiligt, sondern auch einzelne, 
spezielle microRNAs haben vielfältige Auswirkungen auf die verschiedenen Merkmale kardia-
ler Erkrankungen. So führt zum Beispiel der „Doppelknockout“ von miR-133-1/2 zu einem di-
latativen Phänotyp (116). Dass auch einzelne microRNAs an der Pathogenese der DCM be-
teiligt sind, zeigt sich an dem Beispiel der miR-208, welche herzspezifisch exprimiert wird und 
für die Signalübertragung in Kardiomyozyten bei der Induktion von Hypertrophie durch α-MHC 
bei kardialem Stress benötigt wird (117). Weiterhin gibt es gerade bezüglich der Hypertrophie 
in Kardiomyozyten sowohl Hypertrophie fördernde microRNAs wie miRNA-22, miRNA-23a, 
miRNA-212 und miRNA-132, als auch protektiv gegenüber Hypertrophie wirkende microRNAs 
wie miRNA-1, miRNA-133a und miRNA-378 (93). Die Identifizierung differentiell regulierter 
microRNAs stellt somit einen wichtigen Punkt dar, um deren Interaktionen in den verschiede-
nen Signalwegen zu erläutern, damit sich gegebenenfalls hieraus Therapien ableiten könnten. 
So sind schon einige microRNAs im Herzen identifiziert worden, die beispielsweise beim Herz-
versagen verändert exprimiert werden (118). Durch ein Suchexperiment sind nun neue diffe-




Wie bereits erwähnt ist im Calsarcin-1-/- Mausmodell die miR-301a-3p (kurz miR-301a) als ver-
mindert exprimiert vorgefunden worden (86). Allgemein ist über die miR-301a bekannt, dass 
sie im ersten Intron des Ska2-Gens auf Chromosom 17q23.2 des Menschen (B, Abbildung 2) 
liegt und 23 Nukleotide besitzt (119, 120). Des Weiteren stimmen die Sequenzen der miR-
301a nach miRBase.org (106, 121-124) in den Spezies Mensch, Ratte, Maus und Rhesusaffe 
exakt miteinander überein (C, Abbildung 2). 
Der miR-301a wird aktuell vorwiegend eine Rolle in der Pathogenese von Tumorerkrankungen 
zugeschrieben. So soll sie als ein Onkogen in Prostatakarzinomzellen fungieren, da sie einer-
seits vermehrt exprimiert wird und andererseits über ihre Zielstruktur, p63, zu einem Verlust 
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von E-Cadherin führt. Es wird diskutiert, ob miR-301a als prädiktiver Marker für Prostatakrebs-
rezidive eingesetzt werden könnte (125). Eine weitere Studie untermauert die Funktion der 
miR-301a als potentieller Biomarker beim Prostatakarzinom, indem sie sie als Marker für Me-
tastasierung beschreiben (126). Auch zeigt beim Prostatakarzinom die Hypoxie induzierte 
Hochregulation der miR-301a eine verbesserte Lebensfähigkeit der Zellen und eine Reduzie-
rung der Apoptose durch ihr Ziel NDRG2 (127). Ähnliche Ergebnisse finden sich auch beim 
Magenkarzinom, da miR-301a die Zellgrößenzunahme, die Invasion und Migration fördert so-
wie Apoptose vermindert, was durch die Zielstruktur RUNX3 vermittelt werden soll (128). Im 
Übrigen gibt es in Gliomzellen eine Verknüpfung von miR-301a zum Wnt/β-catenin Signalweg, 
da es Wnt/β-catenin vermittelt zu einer Aktivierung von miR-301a kommt, welche wiederum zu 
einer Steigerung der Invasion führt (129).  
Als weitere Hauptfunktion von miR-301a wird die proinflammatorische Wirkung durch die po-
sitive Beeinflussung des Stat3-Signalweges angegeben (130). Durch Kreation eines konstitu-
tiven „Knockout“ Mausmodells der miR-301a (miR-301a-/-) ist gezeigt worden, dass zum einen 
in den miR-301a-/- Tieren die Tumorgenese bezüglich pulmonalen Malignitäten vermindert ist 
und dass zum anderen miR-301a Abstinenz vor Entzündung im Kolon schützt. Die Aktivität 
der proinflammatorischen Signalwege von NF-κB und Stat3 ist in diesem Modell geringer, da 
die Aktivierung durch miR-301a wegfällt. Auffällig ist, dass bei den miR-301a-/- Tieren kein of-
fensichtlicher Phänotyp unter Normalbedingungen beobachtet wird. Somit kann angenommen 
werden, dass es für die Entwicklung nicht entscheidend ist (131). Die eben erwähnte Aktivie-
rung von NF-κB ist erstmalig in Pankreaskarzinomzellen beschrieben worden und stellt sich 
durch Regulation des auf die NF-κB Aktivität inhibitorisch wirkenden NF-κB-repressing factor, 
Nkrf, dar. Darüber hinaus kommt es zu gesteigerter Expression von miR-301a bei erhöhter 
NF-κB Aktivität, was eine positive Rückkopplung darstellt und somit die proinflammatorische 
Wirkung von miR-301a unterstreicht (132).  
Zusammenfassend belaufen sich die bislang bekannten Funktionen von miR-301a auf proin-
flammatorische, antiapoptotische sowie malignitätssteigernde Wirkungen mit Verknüpfungen 
zu diversen Signalwegen. Darüber hinaus scheint miR-301a für die Entwicklung keine essen-




1.6 Fragestellung dieser Arbeit 
 
Mit der Frage nach den Beteiligungen von microRNAs bei kardialen Erkrankungen ist sich 
besonders in den letzten Jahren intensiv beschäftigt worden. Doch bleiben nach wie vor Lü-
cken bestehen, wenn es um microRNAs geht, die an der Entstehung der dilatativen Kardio-
myopathie beteiligt sind. Deshalb ist es wichtig solche microRNAs zu identifizieren, die in 
Mausmodellen der DCM differentiell reguliert sind und so am ehesten in der molekularen Pa-
thogenese dieser Erkrankung beteiligt sind. Durch Vorarbeiten hat unsere Arbeitsgruppe die 
miR-301a als eine solche microRNA identifizieren können, die in einem Mausmodell der DCM, 
Calsarcin-1-/-, signifikant herunter reguliert ist. 
Darauf aufbauend ist das Ziel dieser Arbeit, die Funktionsweise der miR-301a zu verstehen. 
Nachdem durch in silico Suche potentielle Zielstrukturen identifiziert werden, steht im ersten 
Schritt die Auswahl potentieller vielversprechender Zielstrukturen der miR-301a an. Durch Ein-
satz von Luciferase-Reportern können die Interaktionen nun aufgedeckt werden. Dennoch 
sollte die Bindung durch Mutation der Bindestellen und in vitro Regulierung verifiziert werden. 
Folglich ergibt sich, nachdem die miR-301a und ihr Ziel-Gens auch in anderen Mausmodellen 
kardialer Erkrankungen grundlegend charakterisiert werden, dass die Funktion und das Zu-
sammenspiel der beiden in Kardiomyozyten und Myoblasten untersucht werden sollte. Im Fo-
kus stehen dabei unter anderem ihrer Wirkung durch Steigerung und Blockade der Expression 
auf kardiomyozytäre Hypertrophie, indem Zelloberfläche und Hypertrophie assoziierte Gene 
(Nppa, Nppa) sowie der Marker für Calcineurin-Aktivität (Rcan1-4) bestimmt werden. Je nach 
Zielstruktur sollten auch Wechselwirkungen mit weiteren Signalwege inspiziert werden, wie die 
Auswirkungen auf die Aktivität des Serum-Response-Faktors. 
Somit soll diese Arbeit ein besseres Verständnis der miR-301a und ihrer Zielstrukturen im 
Herzen erzeugen, sodass sich Implikationen für die Pathogenese der verschiedenen Aspekte 
der dilatativen Kardiomyopathie erkennen lassen.  
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2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
96 Fast PCR-Platte Vollrand     Sarstedt 
Adhäsive qPCR Folie      Sarstedt 
Agarplatten        Sarstedt 
Amersham Hybond-P PVDF Membran   GE Healthcare 
Cell Scraper, 25cm      Sarstedt 
CFX Real-Time System     Bio-Rad 
Combitips plus 5, 10ml     Eppendorf 
Culture Flasche 75cm²,175cm²     Sarstedt 
Culture Plate cellstar 24/12/6 Well     greiner bio-one 
Deckgläser        Marienfeld 
Duomax 1030       Heidolph 
Elektroporations-Küvetten      Peqlab Biotechnologie GmbH 
Filterpapier Whatman™     GE Healthcare 
Fireboy IBS        Integra Biosciences 
FlourChemQ        Alpha-Innotech 
Galaxy Mini Star Centrifuge      VWR 
Gefrierschrank -80° REVCO Ultima Plus    Thermo Fisher Scientific 
Gefrierschrank -80° REVCO Value Plus    Thermo Fisher Scientific 
Hera safe™ KS      Thermo Fisher Scientific 
Heracell 240i Inkubator      Thermo Fisher Scientific 
Heraeus Fresco 21 Centrifuge    Thermo Fisher Scientific 
Heraeus Multifuge X3R Centrifuge     Thermo Fisher Scientific 
Heraeus PICO 17 Centrifuge     Thermo Fisher Scientific 
Heraeus PICO 21 Centrifuge     Thermo Fisher Scientific 
High Performance Ultraviolett    UVP 
Infinite M200Pro      Tecan 
Inkubator 37°C       Heraeus Instruments 
Inkubator steri cult 200      Labotect 
MAX Q 8000 Orbitalschüttler     Thermo Fisher Scientific 
Megafuge 16R       Thermo Fisher Scientific 
Menzel-Gläser Superfrost®     Thermo Fisher Scientific 
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Micro Pulser        Bio-Rad 
Mikroschraubröhre 2mp, PP     Sarstedt 
Mikroskop Axiovert 40 CFL mit HBO50   Zeiss  
Mikroskop Axiovert 40C      Zeiss 
Mikroskop BZ-9000       Keyence 
Mikrotestplatte 96-Well, farblos    greiner bio-one 
Mikrotestplatte 96-Well, weiß    greiner bio-one 
Mini Protean Tetra System      Bio-Rad 
MultiImage® III       Alpha Innotech 
Multipipette® plus       Eppendorf 
My Cycler™ Thermocycler      Bio Rad 
Neubauer-Zählkammer      Carl Roth 
Parafilm „M“       Bemis 
Paramix (Vortexer)      InLabo 
Paramix II (Vortexer)      Julabo Labortechnik GmbH 
Pasteurpipetten 230mm      Carl Roth 
Personal cycler       Biometra® 
Pipette automatisch Research pro 5-100μl    Eppendorf 
Pipette, serologische 2 ml, 5 ml,10 ml, 25 ml   Sarstedt 
Pipetten, 2,5 manuell      Eppendorf 
Pipetten, manuell       GILSON 
Pipettenspitzen 10 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl   Sarstedt 
Pipetus®        Hirschmann Laborgeräte 
Power Pack Basic /HC      Bio-Rad 
Power PackP25      Biometra® 
RCT basic safety control      IKA® 
Röhre 14 ml, PP      Sarstedt 
Röhre 50 ml, PP       Sarstedt 
Safe Seal microtube 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml   Sarstedt 
Spectophotometer NanoDrop    peqLab Biotechnologie GmbH 
Steril GARD Hood       The Baker Company, Inc. 
Sub-Cell GT        Bio-Rad Laboratories 
Sub-Cell GT Wide Mini      Bio-Rad Laboratories 
Systec DB-23 (Autoklav)      Systec 
Systec VX-65 (Autoklav)     Systec 
Thermal Cycler C1000™      Bio Rad 
Thermomixer comfort      Eppendorf 
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Titramax 100        Heidolph 
Transilluminator      Peqlab Biotechnologie GmbH 
Vacusafe comfort       IBS Integra Biosciences 
Variomag Poly       Thermo Fisher Scientific 
Vortex-Genie 2       Scientific Industries 
Wasserbad GFL       Polizin Laborbedarf 
Zentrifuge 5810       Eppendorf   
 
2.1.2 Chemikalien  
1 Kb Plus DNA Ladder      Thermo Fisher Scientific 
30% PEG/MgCl2 Solution      Thermo Fisher Scientific 
Agarose        Biozym Scientific GmbH 
Albumin fraction V (bovin)     Merck-Millipore  
Ammonium persulfat (APS)      Carl Roth 
Bis-Tris        Carl Roth 
Carbenicillin        Carl Roth 
Chloramphenicol       Sigma 
Collagen Solution       Sigma 
Collagen, Bovine, Type1      BD BioScience 
Collagenase Type 2 Cell Systems     Biotechnologie Vertrieb 
cOmplete™ Tablets, Protease Inhibitor   Roche 
DAPI         Thermo Fisher Scientific 
Distilled Water, RNase/DNase free    Thermo Fisher Scientific 
DMEM        Thermo Fisher Scientific  
DNA Gel Loading Dye (6X)     Thermo Fisher Scientific 
DPBS        Thermo Fisher Scientific 
DreamTaq Green Buffer     Thermo Fisher Scientific 
Ethanol        Carl Roth 
Ethidiumbromid      Carl Roth 
FastDigest® Green Buffer     Thermo Fisher Scientific 
Fetal Bovine Serum       Biochrom 
FluorPreserve™ Reagent Calbiochem®   Merck-Millipore 
Glycerin        Carl Roth 
Hexanukleotid Random Primer    Carl Roth 
Isopropanol        Carl Roth 
Kanamycin        Sigma 
L-Glutamine        Thermo Fisher Scientific 
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Methanol ROTIPURAN®      Carl Roth 
MgSO4        Thermo Fisher Scientific 
Milchpulver        Carl Roth 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin    Carl Roth 
Natriumacetat       Carl Roth 
New born calf serum       Thermo Fisher Scientific  
Page Ruler™ Plus, Prestained Protein Ladder   Thermo Fisher Scientific 
Pancreatin        Sigma 
Passive Lysis Buffer, 5x      Promega 
Penicillin/Streptomycin      Thermo Fisher Scientific 
Percoll        GE Healthcare 
Phenylephrine Hydrochloride    Sigma-Aldrich 
Phosphatase Inhibitor Cocktail II/III    Sigma-Aldrich 
Ponceau Solution      Sigma-Aldrich 
Protein Assay Dye Reagent Concentrate   Bio-Rad 
Qiazol®Lysis Reagent      Qiagen® 
Roti® P/C/I        Carl Roth 
Rotiphorese®Gel 30      Carl Roth 
Spectinomycin       Sigma-Aldrich 
Tango Buffer (10x)      Thermo Fisher Scientific 
Trichlormethan/Chloroform      Carl Roth 
Trypan blue Solution       Sigma-Aldrich 
Trypsin-EDTA       PAA Laboratories GmbH 
 
2.1.3 Enzyme 
DNase I       Sigma-Aldrich 
DreamTaq DNA Polymerase     Thermo Fisher Scientific 
FastDigest® SbfI      Thermo Fisher Scientific 
FastDigest® XbaI       Thermo Fisher Scientific 
Gateway® BP Clonase II Enzyme Mix    Thermo Fisher Scientific 
Gateway® LR Clonase II Enzyme Mix    Thermo Fisher Scientific 
Proteinase K        Thermo Fisher Scientific 
SalI         Thermo Fisher Scientific 
Shirmp-Alkaline-Phosphatase    Thermo Fisher Scientific 






Tabelle 1: Liste von eingesetzten Primärantikörper. IF = Immunfluoreszenz, WB = Westernblot. 
Anti- Spezies Klonalität Hersteller Zweck 
α-Actinin Maus monoklonal Sigma-Aldrich IF 
Cofilin-2 Kaninchen polyklonal Merck-Millipore WB 
Phospho-Cofilin (Ser3) Kaninchen polyklonal Merck-Millipore WB 
GAPDH Maus monoklonal Sigma-Aldrich WB 
α-Tubulin Maus monoklonal Sigma-Aldrich WB 
 
2.1.5 Sekundärantikörper 
Tabelle 2: Liste von eingesetzten Sekundärantikörpern. HRP = „Horseradish peroxidase“ („Meerret-
tichperoxidase“), AF = AlexaFluor®, IF = Immunfluoreszenz, WB = Westernblot. 
Anti- Spezies Klonalität Konjugat Hersteller Zweck 
Maus Ziege polyklonal HRP Santa Cruz WB 
Kaninchen Ziege polyklonal HRP Santa Cruz WB 





Amershame ECL Plus      GE Healthcare 
IQ™ Multiplex Powermix      Bio Rad 
Lipofectamine® 2000 Reagent    Thermo Fisher Scientific 
Lipofectamine® 3000 Reagent    Thermo Fisher Scientific 
Lipofectamine® RNAiMAX Reagent    Thermo Fisher Scientific 
NucleoSpin® Plasmid      Macherey-Nagel 
Phusion Hot Start II High-Fidelity Polymerase   Thermo Fisher Scientific 
Platinum® Pfx DNA Polymerase    Thermo Fisher Scientific 
QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit    Qiagen® 
QIAquick® Gel Extraction Kit     Qiagen® 
QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis   Agilent Technologies 
SuperScript III Reverse Transkriptase    Thermo Fisher Scientific 
SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix   Thermo Fisher Scientific 
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TaqMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit  Thermo Fisher Scientific 
 
2.1.7 Vektoren/Plasmide 
Gateway® pcDNA™-DEST40     Thermo Fisher Scientific 
Gateway® pDONR™221 Vector    Thermo Fisher Scientific 
pGL4.34[luc2P/SRF-RE/Hygro] Vector    Promega  
pGL4.74[hRluc/TK] Vektor      Promega 
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Vector   Promega  




Tabelle 3: Liste der eingesetzten Primer für die 3’UTR Klonierung mit den integrierten Schnittstellen für 
die verwendeten Restriktionsenzyme.  
Name Sequenz 5‘ -> 3‘ Beschreibung 
Acvr1-3‘-XbalI-F ACTGTCTAGACCTTGTCACCGGTGTCAAGAAGGA Acvr1 3’UTR 
Primer 
Acvr1-3’-SalI-R ACTGGTCGACGACTTGAAAACAGTTTATTTAATTTATAC 
Cfl2-3’-XholI-F AGCTCTCGAGAATAATAGCCAAGTGCCATTTG Cofilin-2 
3’UTR Primer 
Cfl2-3’-SbfI-R AGCTCCTGCAGGCACTTATAATTTTGCAAGCTAGCAG 
Clcn3-3’-XbalI-F ACTGTCTAGAGTCCTGTAGATGAGGACAGA Clcn3 3’UTR 
Primer 
Clcn3-3’SalI-R ACTGGTCGACCACTTTTAAGTAGAGATTTTAATAGATC 





Tabelle 4: Liste der Primer für die Realtime-PCR (qRT) Analyse mittels SYBR Green. 
Name Sequenz 5‘ -> 3‘ Beschreibung 
RPL32mr_165_R CCGCACCCTGTTGTCAATGC RPL32 qRT Primer für Maus und 
Ratte 
RPL32mr_165_F GGTGGCTGCCATGTGTTTTACG 
Cofilin-2_m_F CCGACCCCTCCTTCTTCTCG Cofilin-2 qRT Primer für Maus 
Cofilin-2_m_R  GTAACTCCAGATGCCATAGTGC 
Cofilin-2_r_F GCAGATCTTGGTGGGTGACA Cofilin-2 qRT Primer für Ratte 
und ORF Cofilin-2_r_R CACTTTCAGGAGCCCAGAATATAA 
Acta1_F ACACAGCCCTGGGGGCATCA Acta1 qRT Primer für Maus 
Acta1_R GGCCAGAGTCAGAGCAGCAGAAAC 
Actc1_F AGCTGAATCCAGCCCCTA Actc1 qRT Primer für Maus 
Actc1_R GGGCGCCCACGATGGACG 




Tabelle 5: Liste der Primer und Sonden („probe“) für die Multiplex-PCR mit den zugehörigen Farbstoffen. 
Name Sequenz 5‘ -> 3‘ Beschreibung 
Nppa_F GGAGCAAATCCTGTGTACAGTG Multiplex Primer und 
Sonde mit Farbstoff und 




Nppb_F ACAAGATAGACCGGATCGGA Multiplex Primer und 
Sonde mit Farbstoff und 
Quencher für Nppb 
Nppb_R AGCCAGGAGGTCTTCCTACA 
Nppb_probe HEX-TCAGTGCGTTACAGCCCAAACGA-BHQ1 
Rcan1-4_F TAGCTCCCTGATTGCTTGTG Multiplex Primer und 
Sonde mit Farbstoff und 
Quencher für Rcan1-4 Rcan1-4_R GGATTCAAATTTGGCCCTGG 
Rcan1-4_probe Cy5.5-ACGATGATGTCTTCAGCGAAAGT-
GAGAC-Eclipse 
Rpl32_F CTGCTGATGTGCAACAAATCT Multiplex Primer und 
Sonde mit Farbstoff und 









Tabelle 6: Liste der eingesetzten Primer für die Mutagenese der durch microrna.org vorhergesagten 
Bindestellen in der 3’UTR von Cofilin-2. Pos. = Position in der 3‘UTR 


























Tabelle 7: Liste der eingesetzten Primer für die Klonierung des offenen Leserasters (ORF) von Cofilin-2. 
Jeweils am Vorwärts und Rückwärts Primer sind die attB Sequenzen zur Gewährleistung der Gate-
way®-Kompatibilität angeheftet. 




mer für offenes 
Leseraster von 





Tabelle 8: Liste der eingesetzten Primer für die Kolonie PCR. Dabei flankieren die Primer die Multiple 
Klonierungsstelle („MCS“). 
Name Sequenz 5‘ -> 3‘ Beschreibung 
pmirGLO_F GTTACAACCGCCAAGAAGC Kolonie-PCR Primer für 
pmiRGLO Vektor pmirGLO_R CTAGTTATTGCTCAGCGGT 
M13 uni (-21) TGTAAAACGACGGCCAGT Kolonie-PCR Primer für 
pDONR™221 Vektor M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC 
Dest40_F TAATACGACTCACTATAGGG Kolonie-PCR Primer für 
pcDNA™-DEST40 Vektor Dest40_R ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT 
 
Cofilin 2 siRNA (m): sc-37026    Santa Cruz Biotechnology 
miRCURY LNA Inhibitor Negative Control A  Exiqon 
miRCURY LNA Inhibitor, hsa-miR-301a    Exiqon 
mirVana™ miRNA Mimic, miR-301a-3p    Thermo Fisher Scientific 
mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control #1   Thermo Fisher Scientific 
Myoz 2 Silencer® Select siRNA (Calsarcin-1)  Thermo Fisher Scientific 
Negative Control siRNA     Qiagen® 
TaqMan™ MicroRNA Assay hsa-miR-301   Thermo Fisher Scientific 





ADS-Puffer (10x konzentriert) 
1,16 M NaCl 
197 mM HEPES 
94 mM NaH2PO*H2O 
55,5 mM Glukose 
53,6 mM KCL 






1 M Tris 
5 M NaCl 
1 M MgCl2 
1 % Triton x 
Vor Gebrauch Zugabe von: Phosphatase Inhibitor II & III, Proteinase Inhibitor 25x, 1µl 1M DTT 
 
Laufpuffer für SDS-PAGE (10x konzentriert) 
Tris Base 30,3 g 
Glycin 144,2 g 
1 % SDS 10 g 
pH 8,3 ad 1l 
 
Protein-Ladepuffer nach Laemmli (4x konzentriert) 
Tris Base 4,844 g 
Glycerin 20 g 
SDS 12 g 
0,5 M EDTA 0,8 ml 
Bromphenol blue 0,04 g 
pH 6,8 ad 100 ml 
 
Sammelgelpuffer 
500 nM TRIS 




2 M Tris Base 242 g 
Essigsäure 57,1 ml 
0,5 M EDTA 100 ml 
pH 8,0 ad 1l 
 
10x TBS 
0,25 M Tris Base 
1,5 M NaCl 





10x TBS 100 ml 
Tween 20 0,1 % 1 ml 
H2O ad 1l 
 
Transferpuffer für Western Blotting (für 3 Liter) 
17,4 g Tris Base 
87,0 g Glycin 
3 g 10 % SDS-Lösung 
600 ml Methanol 
 
Trenngelpuffer für Polyacrylamidgele 
1,5 M TRIS 





2.1.10.1 Medien zur Bakterienkultur 
Bakterienkulturmedien wurden bei 4°C gelagert und nach der Herstellung autoklaviert. 
 
2YT-Medium 
0,5 % (w/v) NaCl 
1,6 % (w/v) Trypton 




1,0 % (w/v) NaCl 
1,0 % (w/v) Trypton 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
pH 7,0 
 
2.1.10.2 Medien zur Zellkultur 




DMEM High Glucose (4,5 g/l)  
100 U/l Penicillin 
100 μg/ml Streptomycin 
2 mM L-Glutamin 
10 % FCS Gold (Fetal bovine Serum) 
 
Serumhaltiges Medium 
DMEM High Glucose (4,5 g/l) 
100 U/l Penicillin 
100 μg/ml Streptomycin 
2 mM L-Glutamin 
 
Transfektionsmedium 
DMEM High Glucose (4,5 g/l) 
2 mM L-Glutamin 
 
2.1.11 Zelllinien 
Die murinen C2C12 Myoblasten wurden bei ATCC® erworben (Linie: C3H). 
 
2.1.12 Versuchstiere 
Die Calsarcin-1 defizienten Mäuse im genetischen C57Bl/6-Hintergrund wurden in Dallas 
(USA) von Prof. Dr. N. Frey und seiner Arbeitsgruppe generiert. Ebenfalls wurden die MLP-/- 
und die Calcineurin transgenen Mäuse im Labor für Molekulare Kardiologie Kiel unter Prof. Dr. 
N. Frey erworben. Die adulten Wistar Ratten wurden von bei Charles-River erworben und in 







2.2.1 In silico Untersuchung nach Zielstrukturen der miR-301a-3p 
 
Die Suche nach potentiellen Zielstrukturen der miR-301a-3p wurde mithilfe von verschiedenen 
Prognosewerkzeugen durchgeführt. Diese online verfügbaren Programme suchen nach mög-
lichst hoher Übereinstimmung zwischen potentiellen Zielstrukturen und der zu erforschenden 
microRNA. Normalerweise sind microRNAs und ihre Ziele nicht exakt komplementär, sodass 
es zu mehreren Basenabweichungen kommt. Allerdings muss die sogenannte “Seed”-Se-
quenz, welche sich auf den Basen zwei bis sieben am 5‘ Ende der microRNA befindet, kom-
plementär sein (110). Je nach Affinität zwischen Zielstruktur und microRNA berechnen die 
Programme unterschiedliche Werte („Scores“) bezüglich der Affinität der microRNA zu der 
Zielstruktur, die eine Aussage über die Wahrscheinlichkeit einer tatsächlichen Bindung zulas-
sen.  
In diesem Fall wurde mit folgenden Programmen gearbeitet. 
http://www.microrna.org (133) 
http://www.targetscan.org (Version 6.2) (134) 
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index (135) 
http://www.pictar.org/ (136) 
Dabei wurden mehrere hundert potentielle Zielstrukturen vorhergesagt. Um die Auswahl ein-
zugrenzen, wurden nur solche weiterverfolgt, die gleichzeitig von allen vier Programmen vor-
hergesagt wurden oder zu den oberen zehn Plätzen nach „Score“ eines Programmes gehör-
ten. Mittels des online verfügbaren Programmes DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) (137, 138) 
wurde die Auswahl der Zielstrukturen auf solche begrenzt, die kardiale Bezugspunkte haben. 
Auf dieser Bewertungsgrundlage wurden vier vielversprechende Gene ausgewählt. 
 
2.2.2 Mikrobiologische Arbeitsmethoden 
 
2.2.2.1 Herstellung der Agarplatten 
Die Agarplatten wurden mit LB-Agar (Luria/Miller) von Roth in der vom Hersteller empfohlenen 
Konzentration von 40 g/l hergestellt. Nach Vermengung mit ddH2O ist die Agarlösung autokla-
viert worden, um nach Abkühlung auf ungefähr 60°C unter einer Sterilwerkbank mit Antibiotika 
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versetzt zu werden. Dabei wurde Carbenicillin in einer Konzentration von 100µg/ml und Ka-
namycin mit 50µg/ml eingesetzt. Daraufhin wurde der Agar auf 10cm2 Agarplatten von Sarstedt 
verteilt und nach Aushärtung bei 4°C kopfüber gelagert, um eine Ansammlung von Kondens-
wasser zu vermeiden. 
 
2.2.2.2 Herstellung der elektrokompetenten Bakterien 
Zur Transformation wurden elektrokompetente E. coli/DH10B verwendet. Aus einer 30ml über 
Nacht bei 37°C und 250rpm inkubierten Vorkultur in LB-Medium wurden jeweils 7ml in 500ml 
auf 37°C vorgewärmten 2xYT Medium gegeben und bei 37°C sowie 250rpm mit einer initialen 
OD600 (optische Dichte) von 0.1 inkubiert. Bei einer OD600 zwischen 0,4-0,8 konnte mit der 
Weiterverarbeitung begonnen werden. Die Kulturen wurden in 500ml Zentrifugenbehälter ge-
geben und für zehn Minuten auf Eis gelagert, um im Anschluss für 15 Minuten bei 4000rpm 
und 4°C in der Zentrifuge sedimentiert zu werden. Die Pellets wurden in 250ml eisgekühltem, 
autoklaviertem ddH2O resuspendiert und erneut bei gleichen Einstellungen zentrifugiert. Wie-
derum wurde das Pellet nun in 20ml glycerinhaltiger (10%), eisgekühlter Lösung resuspen-
diert, in ein 50ml Falconröhrchen überführt und zentrifugiert, um im Anschluss in 3ml Glyce-
rinlösung (10%) resuspendiert zu werden. Es wurden Aliquots von je 50µl in einem sterilem 
0,2ml Tube angefertigt und durch Eintauchen in Flüssigstickstoff gefroren, um bei -80°C gela-
gert zu werden. 
 
2.2.2.3 Transformation von Plasmiden in elektrokompetente DH10B Bakterien 
Mittels Elektroporation soll die Membran der eingesetzten Bakterien zeitweise permeabilisiert 
werden, um eine Aufnahme des zu überführenden Vektors zu gewährleisten. Dafür wurden 
elektrokompetente DH10B Bakterien verwendet. Zuerst wurden zwei bis vier µl des Ligations-
ansatz mit 50µl der gekühlten E. coli Bakterien vermengt und daraufhin in die auf -20°C vor-
gekühlte Elektroporationsküvette gegeben. Mit dem Micropulser von BioRad wurde ein unge-
fähr 2ms langer elektrischer Impuls mit 1,8kV durch die DH10B geleitet, welche daraufhin in 
1000µl LB-Medium resuspendiert und für 60 Minuten bei 37°C und 300rpm geschüttelt wur-
den. 
 
2.2.2.4 Anzucht von Klonen auf Agarplatten 
Mittels vier bis sechs sterilen Glaskugeln wurden 50µl bis 400µl je nach Ansatz vom Elektro-
porationsprodukt auf die antibiotikahaltigen Agarplatten verteilt und über Nacht für 16 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Solche Klone, die das Plasmid und somit das Resistenzgen aufgenommen 
haben, wurden sichtbar und jene, die isoliert ohne Verbindungen zu anderen Klonen wuchsen, 
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wurden mittels steriler Pipettenspitze selektiert, im PCR-Ansatz geschwenkt und in 6ml LB-Me-
dium mit einer Konzentration von 50µM Antibiotikum überführt. 
 
2.2.2.5 Polymerasekettenreaktion zum Nachweis von positiven Klonen 
Durch die DreamTaq DNA Polymerase von Thermo Scientific und dem dazugehörigen 
DreamTaq Green Buffer konnten Klone nachgewiesen werden, indem mit zwei Primern, wel-
che außerhalb der Klonierungsstelle binden, eine PCR gefahren wurde. Dadurch konnte in 
einer anschließenden Gelelektrophorese kontrolliert werden, ob sich das eingefügte 
DNA-Fragment in dem Plasmid befand, indem die Länge des Fragmentes kontrolliert wurde. 
Für jeden ausgewählten Klon wurde ein PCR-Ansatz erstellt, welcher 2,5µl Dreamtaq Buffer, 
0,25µl Polymerase, 1µl 10mM Desoxynukleosidtriphosphatgemisch (dNTP), 20,25µl ddH2O 
und je 0,5µl 10µM Primer enthielt. Die Pipettenspitze mit dem Klon wurde kurz in dem Ansatz 
geschwenkt und dann in das LB-Medium überführt. Im My Cycler™ Thermocycler von Bio-Rad 
wurde die PCR durchgeführt. Nach fünf Minuten bei 95°C zur initialen Denaturierung folgten 
35 weitere Zyklen, welche aus 30 Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden bei 55°C zur 
Primerhybridisierung und je nach Produktlänge (1min/1000nt) bei 70°C zur Elongation bestan-
den. Abschließend wurden durch eine Gelelektrophorese die Klone identifiziert, welche sich 
für eine Sequenzierung eigneten. 
 
2.2.2.6 Kultur der Bakterien in Flüssigmedium 
Für die Mini- und Midi-Präparation zur Plasmidgewinnung in unterschiedlicher Menge wurden 
Kulturen entweder mit 6ml oder 50ml und einer 50µM/100µM Kanamycin-/Carbenicillinkon-
zentration angelegt. Diese wurden für 16 Stunden bei 37°C und 225 rpm inkubiert, damit die 
Bakterien ausreichend Zeit zur Vermehrung hatten. 
 
2.2.2.7 Mini-Präparation zur Gewinnung kleinerer Mengen Plasmid DNA 
Die Mini-Präparation zur Gewinnung von geringen Mengen Plasmides zur Sequenzierung 
wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit von Macherey-Nagel durchgeführt. Dafür wurden 4ml 
Kultur benötigt, welche im ersten Schritt 30 Sekunden bei 11.000g zentrifugiert wurden. Das 
so entstandene Pellet wurde in 500µl Resuspensionspuffer A1 aufgenommen und mit 500µl 
SDS-haltigem (Natriumdodecylsulfat) Lysepuffer A2 invertiert und für maximal fünf Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten Schritt folgte die Zugabe des Neutralisationspuffers 
A3 zur Inaktivierung des Lysepuffers. Daraufhin wurde bei Raumtemperatur für zehn Minuten 
bei 11.000g erneut zentrifugiert, um den durch die Lyse entstanden Überstand mit der DNA 
von den ausgefallenen Zell- und Pufferbestandteilen zu trennen. Die zum Kit zugehörigen DNA 
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bindenden Säulen wurden in die dafür vorgesehenen 2ml-Auffangbehälter gesteckt und mit 
750µl Überstand Portionen befüllt. Folgend wurden die Säulen erneut bei 11.000g für eine 
Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nachdem der gesamte Überstand über die 
Säule geleitet wurde, schloss sich die Zugabe von 500µl des auf 50°C vorgewärmten Wasch-
puffers AW mit erneuter Zentrifugation an. Anschließend wurden 600µl des ethanolhaltigen 
Waschpuffers A4 hinzugegeben und erneut für drei Minuten bei 11.000g zentrifugiert, um die 
Säule zu trocknen. Im letzten Schritt wurden 30-50µl von auf 70°C erwärmtem Elutionspuffer 
AE zur Lösung der gebundenen DNA hinzugegeben und für zwei Minuten bei 70°C inkubiert. 
Die Säule wurde in ein neues 1.5ml-Tube überführt und bei 11.000g für eine Minute zentrifu-
giert. Daraufhin folgte die Messung der Plasmid-DNA Konzentration und die Lagerung auf Eis. 
 
2.2.2.8 Midi-Präparation zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid DNA 
Zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA wurde das Qiagen® Plasmid Plus Midi Kit 
verwendet. Benötigt wurden 50ml Flüssigkultur, welche in einem 50ml Falconröhrchen bei 
4700g für 20 Minuten bei 4°C zentrifugierten. Das so entstandene Pellet wurde in 4ml 
Resuspentionspuffer P1 aufgenommen und anschließend mit 4ml Lysepuffer P2 durch vor-
sichtiges Invertieren vermengt und für drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
ßend wurden 4ml Neutralisationspuffer S3 hinzugegeben und jede Probe auf eine QIAfilter 
cardridge gegeben. Nachdem das Lysat zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubierte, wurde 
mittels eines Stempels das Lysat durch den Filter in ein neues 50 ml Falconröhrchen überführt. 
Anschließend wurde das gefilterte Lysat mit 2ml Bindepuffer BB versetzt und auf die vorberei-
teten DNA bindenden Säulen gegeben, welche sich in der QIAvac 24 plus, einem 
Vakuumapplikator, befanden. Mittels eines Vakuums von -300mbar wurde das Lysat durch die 
Säule geleitet und mit je 700µl Waschpuffer ETR sowie dem alkoholhaltigem Waschpuffer PE 
gewaschen. Im Anschluss wurden die Säulen in saubere 2ml Auffangbehälter gesteckt und für 
eine Minute bei 10.000g und Raumtemperatur zur Reinigung von Rückständen zentrifugiert. 
Im letzten Schritt wurde die Säule in ein neues 1.5ml Tube überführt und die gebundene Plas-
mid-DNA mittes 200µl EB Elutionspuffer extrahiert, indem erneut bei 10.000g für eine Minute 
zentrifugiert wurde. Danach war die Messung der Plasmid-DNA Konzentration und Lagerung 
auf Eis möglich. 
 
2.2.2.9 Sequenzierung der Plasmide 
Für die Sequenzierung wurden zwischen 400ng und 500ng Plasmid-DNA in 7,5µl Wasser be-
nötigt. In einem 1,5 ml Tube wurden 2,5µl eines 10µM Sequenzierprimers hinzugegeben und 
die Proben zur Sequenzierung zur Firma GATC Biotech geschickt.  
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2.2.2.10 Kryokonservierung von hergestellten Klonen 
Zur Konservierung und Lagerung wurden je Klon 4ml einer Übernachtkultur für fünf Minuten 
bei 4000rpm und 4°C pelletiert. Das Pellet wurden in 1ml einer Lösung bestehend zur Hälfte 
aus Glycerin (60%) und LB-Medium resuspendiert, sodass 30% Glycerin enthalten waren. In 
einem 2ml Schraubgefäß konnten die Klone so bei -20°C gelagert werden. 
 
2.2.3 Zellkultur Methoden 
 
2.2.3.1 C2C12-Zellen allgemein  
Bei C2C12-Zellen handelt es sich um eine murine, immortalisierte Myoblasten Zelllinie, die bei 
vollständiger Konfluenz in dem geeigneten Differenzierungsmedium rapide differenzieren und 
kontraktile Myotuben formen. Die kryokonservierten Zellen wurden mit 10% Glycerin in flüssi-
gem Stickstoff gelagert. Zur Kultivierung der Zellen wurden sie in einem 37°C warmen Was-
serbad aufgetaut und in 1ml vorgewärmtem Wachstumsmedium aufgenommen, um in einer 
75cm2 Flasche kultiviert zu werden  
 
2.2.3.2 Kultivierung der C2C12-Zellen 
Die Zellen wurden bei 37°C und 5%CO2 im Inkubator in 75cm2 Flaschen von Sarstedt in einer 
Zelllage auf reiner Plastikoberfläche kultiviert. Damit die Zellen keine vollständige Konfluenz 
zeigten, wurden sie bei ungefähr 80% Konfluenz in neue 75cm2 Flaschen passagiert. Dafür 
wurde das Wachstumsmedium (DMEM von Merck-Millipore mit Penicillin/Streptomycin, 10% 
FCS und L-Glutamin) abgesaugt und mit 10ml 37°C warmem PBS gewaschen. Anschließend 
wurden 3ml Trypsin/EDTA in PBS auf die Zellen gegeben und für fünf Minuten bei 37°C inku-
biert, damit die adhärenten Zellen sich voneinander und von der Oberfläche lösen. Das Trypsin 
wurde durch Zugabe von 9ml serumhaltigem Medium inaktiviert und die Zellen vorsichtig unter 
Vermeidung von Schaumbildung resuspendiert. Von dieser Zelllösung wurden 100µl abge-
nommen und mit 100µl Trypanblau von Sigma-Aldrich vermischt und in die Neubauer-Zähl-
kammer zur Berechnung der Zellzahl gegeben und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. 
Intakte Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf und nur solche, die nicht blau erschienen, wur-
den mitgezählt. Die Zellsuspension wurde für 15 Minuten bei 1000rpm und RT zentrifugiert 
und in 12ml antibiotikafreiem Medium resuspendiert. Nun konnten die Zellen auf die geforder-




Tabelle 9: C2C12-Zellen, verwendete Platten, Zellzahlen und Mediummenge 
Plattengröße Art des Versuches Zellen/Well ml Medium/Well 
6-Well Proteinisolation 200.000 2 
12-Well RNA-Isolation 50.000 1 
24-Well Luciferaseversuch 30.000 0,5 
 
2.2.3.3 Transfektion der C2C12-Zellen 
Nach Aussaat wurde 24 Stunden später bei ungefähr 60% Konfluenz ohne Mediumwechsel 
transfiziert. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Zellen in DMEM mit L-Glutamin und 10% 
FCS. Für die Transfektion von Plasmiden sowie die Ko-Transfektion von Plasmiden mit 
microRNA-Mimics, microRNA-Inhibitoren oder siRNAs wurde Lipofectamine® 2000 von 
Thermo Scientific verwendet und für die alleinige Transfektion von microRNA-Mimics, 
microRNA-Inhibitoren oder siRNAs wurde dagegen Lipofectamine® RNAiMAX genutzt. Die 
Transfektion wurde nach Herstellerprotokoll in Serum- und Antibiotikafreien DMEM angesetzt. 
Je nach Bedingung wurde ein Ansatz mit Lipofectamine® und einer mit den übrigen Bestand-
teilen (Plasmide, Mimics, siRNA etc.) vorbereitet. Der DNA/RNA-Ansatz wurde nun in den 
Lipofectamine® Ansatz überführt und vorsichtig durch leichtes Schütteln des Tubes vermischt 
sowie für fünf Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden 100µl auf jedes Well gegeben 
und durch Schwenken der Platten in Form einer Acht wurde der Ansatz im Medium verteilt. 
Nach weiteren 24 Stunden im Inkubator wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und fri-
sches DMEM mit Serum ohne Antibiotika auf die Zellen gegeben. Die Ernte erfolgte schließlich 
48 Stunden nach Transfektion in dem jeweils für den Versuch benötigten Lysereagenz. 
 
2.2.3.4 C2C12 Luciferasereporter Versuche 
Für den Nachweis der Regulierung der 3‘-untranslatierten Regionen (3‘UTR) durch die 
miR-301a wurde der pmiRGLO-Vektor mit den jeweiligen klonierten Zielstrukturen eingesetzt. 
Es wurde im 24-Well-Format mit 20ng pmiRGLO je Well gearbeitet.  
Um eine Veränderung der SRF-Aktivität in C2C12 zu detektieren wurde ebenfalls im 24-Well 
Format gearbeitet und der pGL4.34[luc2P/SRF-RE/Hygro] Vector von Promega (20ng/Well) 
verwendet. Dieser Vektor enthält ein SRF sensibles Element, welches die Transkription der 
Luciferase (luc2P) in Anwesenheit von SRF hochtreibt, sodass eine vermehrte oder vermin-
derte SRF-Aktivität nachgewiesen werden kann. Zur Normalisierung wurde mit dem 
pGL4.74[hRluc/TK] Vektor von Promega (5ng/Well) gearbeitet. Zur Steigerung der Aktivität 
von SRF wurde RhoA von Cell Biolabs in konstitutiv aktivierter Form (Q63L) sowie im Wildtyp 
(je 20ng/Well) eingesetzt.  
 34 
 
2.2.3.5 Kollagenisierung der Zellkulturplatten mit bovinem Kollagen I 
Damit die NRVCM sich auf den Zellkulturplatten vermehren können, ist es nötig diese im Vor-
feld mit bovinem Kollagen Typ I zu beschichten. Dafür wurde die Stammlösung (3mg/ml) mit 
0,01 M HCL Lösung auf 50µg/ml verdünnt, sodass 5-10µg/cm2 Kollagen auf die Platten gege-
ben wurde. Diese wurden für mindestens eine Stunde oder über Nacht bei RT inkubiert. An-
schließend wurde die Kollagenlösung abgesaugt, zweimal mit sterilem ddH2O gewaschen und 
daraufhin luftgetrocknet. Bei Bedarf konnten die Platten so für eine Woche bei 4°C gelagert 
werden. 
 
2.2.3.6 Präparation und Kultur der neonatalen, ventrikulären Rattenkardiomyozyten 
Für die Gewinnung der neonatalen, ventrikulären Kardiomyozyten wurden 1-3 Tage alte Rat-
ten vom Wistar Stamm verwendet. Nachdem diese kurz in 75% Ethanol getaucht wurden, 
wurden die Ratten zügig dekapitiert und es wurde ein circa 2cm langer Schnitt von der Wirbel-
säule ausgehend links parasternal mit einer Schere gesetzt, um den Thorax zu eröffnen. Durch 
leichten Druck auf Abdomen und Thorax kam das Herz hervor und konnte mit der Schere 
vorsichtig abgelöst werden. Die Herzen wurden in eisgekühltem ADS-Puffer gelagert. Unter 
der Sterilwerkbank wurden die Ventrikel von den Vorhöfen und großen Gefäßen befreit und in 
neuen eisgekühlten ADS-Puffer überführt. Mit einer kleinen Schere wurden die Ventrikel nun 
zerkleinert, sodass nur noch sehr feine Gewebestücke sichtbar waren. In einer 75cm2 Flasche 
wurde das zerkleinerte Herzgewebe aus 25-30 Herzen in 1ml Verdaulösung pro Herz aufge-
nommen, welche im Vorwege steril gefiltert und auf 37°C vorgewärmt wurde. Die Verdaulö-
sung bestand aus ADS-Puffer, welcher mit 0,6ml/ml Pankreatin und 0,5mg/ml Collagenase 
Typ 2 angereichert war. Die Verdauung fand bei 37°C für 20 Minuten bei 40rpm im Schüttler 
statt. Danach wurden die Flaschen aus dem Wasserbad genommen, desinfiziert und auf die 
Kante gestellt. Dadurch sammelte sich das Gewebe in einer Ecke, sodass der Überstand ent-
fernt werden konnte. Erneut wurde 1ml/Herz Verdaulösung zu dem Gewebe gegeben und für 
20 Minuten bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Flaschen unter die Sterilwerkbank ge-
nommen, um mit einer 25ml Pipette durch auf und ab zu pipettieren die Kardiomyozyten aus 
dem Gewebeverband zu lösen. Der Überstand wurde nun abgenommen und weiterverarbeitet. 
Das restliche Gewebe wurde solange weiter mit frischer Verdaulösung versetzt und inkubiert, 
bis sich das gesamte Gewebe gelöst hat. Der Überstand wurde durch einen Sterilfilter in eine 
50ml Röhre überführt und durch Zugabe von 8ml NBCS (new born calf serum) wurde das 
Pankreatin und die Collagenase deaktiviert. Die Zellen wurden bei RT für fünf Minuten bei 
1000g zentrifugiert und das Zellpellet in 5ml NCBS resuspendiert und bis zum Abschluss der 
Verdauvorgänge im Inkubator bei 37°C und 5%CO2 mit offenem Deckel gelagert. Nachdem 
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das gesamte Gewebe verdaut war, wurden die einzelnen Zellsuspensionen zusammengeführt, 
erneut zentrifugiert bei RT und in ADS Puffer aufgenommen. 
Da sich in der Zellsuspension nicht nur Kardiomyozyten, sondern auch Fibroblasten, Erythro-
zyten und weitere im Herz vorkommende Zellen befanden, mussten die Kardiomyozyten auf-
gereinigt werden. Dafür wurden die Zellen ihrer Dichte nach mittels eines Percoll Gradienten 
aufgetrennt (139). Während des letzten Verdauschritts wurden die Gradienten pipettiert, wel-
che aus drei Schichten bestehen. Im Vorfeld wurde die Grundlösung aus 27ml Percoll-Medium 
mit 3ml 10xADS Puffer hergestellt. Aus dieser Grundlösung wurden zwei Ansätze mit unter-
schiedlicher Menge an Percoll-Medium und dementsprechend unterschiedlicher Dichte herge-
stellt. Dafür wurde für die obere Schicht zu 9ml Grundlösung 11ml 1xADS mit Phenolrot gege-
ben. Für die untere Schicht wurden 13ml Grundlösung mit 7ml 1xADS Puffer vermengt. Ein 
Gradient bestand aus 4ml oberer und 3ml unterer Lösung in einer 14ml Röhre, die vorsichtig 
nach der oberen Schicht durch diese pipettiert wurde. Die Gradienten wurden bis zur Verwen-
dung bei 4°C gelagert und für sieben Herzen wurde ein Gradient benötigt. Zu jedem Gradien-
ten wurden 2ml der Kardiomyozytensuspension gegeben und für 30 Minuten in der auf 4°C 
vorgekühlten Zentrifuge bei 2400rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation waren drei Schich-
ten sichtbar. Die Kardiomyozyten sammelten sich hauptsächlich zwischen der mittleren, roten 
und unteren Schicht. Die oberste Schicht und der obere Teil der mittleren Schicht, welche 
hauptsächlich Fibroblasten enthält, wurden abgesaugt. Anschließend wurde der untere Teil 
der Interphase mit den Kardiomyozyten in eine 50ml Röhre überführt, zweimalig mit ADS Puf-
fer gewaschen und nach erneuter Zentrifugation bei 1000g für fünf Minuten in 37°C warmen 
DMEM von Thermo Fisher Scientific mit 10%FCS resuspendiert. Mit einer Neubauer Zählkam-
mer wurde die Anzahl der lebenden Zellen berechnet und die benötigte Menge mit Medium 
(Tabelle 10) auf die vorbereiteten Platten verteilt. 
Tabelle 10: NRVCM, verwendete Platten, Zellzahlen und Mediummenge 
Plattengröße Art des Versuches Zellen/Well ml Medium/Well 
6-Well RNA-/Proteinisolation 750.000/1.000.000 2 
12-Well Immunfluoreszenz 180.000 1 
 
2.2.3.7 Transfektion und Behandlung der NRVCM mit Phenylephrin 
Nach der Aussaat wurden die NRVCM im Inkubator von Thermo Fisher Scientific bei 37°C mit 
5% CO2 inkubiert und für 24 Stunden in DMEM mit 10%FCS, L-Glutamin und Penicillin/Strep-
tomycin bis zur Transfektion kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen einmalig 
mit 37°C warmen PBS gewaschen, um Antibiotikareste zu entfernen. Im Anschluss daran 
wurde frisches, warmes DMEM ohne Serum und Antibiotika auf die Zellen gegeben. Für die 
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Transfektion von DNA wurde Lipofectamine® 3000 von Thermo Scientific und für 
microRNA-Mimics, microRNA-Inhibitoren oder siRNAs Lipofectamine® RNAiMAX verwendet. 
Die Transfektion lief analog zu den C2C12-Zellen wie oben beschrieben ab. Zu erwähnen ist, 
dass beim Lipofectamine® 3000 zu dem DNA Ansatz noch das P3000™ Reagent in einer 
Konzentration von 2µl/µg DNA hinzugegeben werden muss. Vier bis sechs Stunden nach 
Transfektion wurde zur Verringerung der Toxizität das Transfektionsmedium abgesaugt und 
durch antibiotikafreies, serumfreies DMEM ersetzt. 24 Stunden nach Transfektion wurden die 
NRVCM mit Phenylephrin als hypertropher Stimulus behandelt. Dafür wurde das Phenylephrin 
in einer Konzentration von 5µM eingesetzt und damit verbunden ein Mediumwechsel durch-
geführt. Nach weiteren 48 Stunden Inkubation wurden die NRVCM je nach Versuch in dem 




2.2.4.1 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) zur Amplifikation von Nukleinsäuren 
Die gewünschten DNA-Abschnitte von Interesse wurden mit zwei unterschiedlichen Polymera-
sen extrahiert und amplifiziert. Zum Einsatz kamen die Phusion Hot Start II 
High-Fidelity-DNA-Polymerase und die Platinum® Pfx DNA Polymerase, beide von Thermo 
Fisher Scientific. Für die Klonierung von den 3‘-untranslatierten Regionen von Acvr1 und 
CLCN3 sowie dem ORF von Cofilin-2 wurde die Platinum® Pfx DNA Polymerase verwendet, 
welche über eine 3´→5´-Exonuklease-Aktivität verfügt, um Synthesefehler zu korrigieren. Bei 
jeder PCR mit einem gesamten Reaktionsansatz von 25µl wurde den Herstellerangaben fol-
gend die Menge des im Kit enthaltenen „Enhancers“ (0µl - 6µl je Ansatz) zur Vergrößerung 
des Temperaturbereiches der Primerhybridisierung und des Puffers (einfach/zweifach kon-
zentriert) im vorgegeben Rahmen variiert. Die My Cycler™ Thermocycler Bedingungen wur-
den durch den Hersteller vorgegeben. Die Primerhybridisierungstemperatur lag 3°C über der 
Schmelztemperatur der Primer und die Zeit für die Elongation wurde der Länge der Matrize 
angepasst (1min/kb). 
Mit der Phusion Hot Start II High-Fidelity-DNA-Polymerase wurden die GC-reichen 3‘-untrans-
latierten Regionen von Cofilin-2 und Qk kloniert. Bei dieser handelt es sich um eine hitzestabile 
Polymerase mit ebenfalls 3´→5´-Exonuklease-Aktivität. Hier wurde der HF Puffer in einfacher 
Konzentration und eine herstellerkonform variable Menge von DMSO (0%-5%) sowie der Po-
lymerase selbst (0,25µl - 1µl) in einem Gesamtvolumen von 50µl je Ansatz verwendet. Auch 
hier wurden die Thermocycler-Bedingungen dem Herstellerprotokoll folgend verwendet, sowie 
Primerhybridisierungstemperatur und Elongationszeit angepasst. 
 37 
Anschließend wurden nach jeder PCR 4µl je Ansatz in 20µl ddH2O zusammen mit 6µl DNA 




Damit verschiedene DNA-Stränge der Basenlänge aufgetrennt und falls erforderlich bestimmte 
Banden aus dem Gel extrahiert werden konnte, wurde die Agarose-Gelelektrophorese durch-
geführt. Dafür wurde ein Gel mit 1% Agarose von Biozym in TAE Puffer hergestellt. Die Aga-
rose wurde in einem Erlenmeyerkolben mit dem TAE Puffer vermengt, in der Mikrowelle bei 
800W unter Beobachtung kurz aufgekocht und geschwenkt, sodass keine Agarose mehr im 
Gel sichtbar war. Das Gel kühlte auf ungefähr 60°C ab und wurde in den fixierten Schlitten 
gegossen. Zur Identifizierung der DNA Banden im UV-Licht wurden 50µg Ethidiumbromid je 
100ml Gel hinzugegeben. Ein je nach Anzahl der benötigten Taschen großer Kamm wurde 
eingelegt und das Gel polymerisierte bei RT für 30 Minuten. Danach wurde der Schlitten mit 
dem Gel in die TAE-Puffer gefüllte Elektrophorese Kammer von Bio-Rad überführt und der 
Kamm gezogen. Die Taschen wurden befüllt und zur Bestimmung der Laufhöhe wurde zusätz-
lich die 1kb Plus Ladder von Thermo Fisher Scientific verwendet. Es wurde eine Spannung 
von 100V angelegt und die negativ geladenen DNA wanderte umso langsamer je länger sie 
war in dem elektrischen Feld zur Anode. Durch Interkalation mit Nukleinsäuren verändert sich 
das Absorptionsspektrum von Ethidiumbromid, sodass es proportional zur vorhandenen Nuk-
leinsäurekonzentration unter UV-Licht fluoresziert. Dadurch konnten die DNA-Proben im Tran-
silluminator identifiziert und fotografiert werden. 
 
2.2.4.3 Gelextraktion mittels Kit 
Die Gelextraktion wurde für die Gewinnung bestimmter Banden aus dem Gel durchgeführt. 
Dafür wurde die Bande unter UV-Licht mit einem Skalpell rausgeschnitten und in ein 2ml Tube 
überführt. Für die DNA Extraktion wurde das QIAquick® Gel Extraction Kit von QIAGEN® be-
nutzt. Das Gelstück wurde gewogen und mit drei Volumina QG-Puffer bei 55°C für zehn Minu-
ten inkubiert, bis sich das Gel aufgelöst hatte. Die Probe wurde in 500µl Portionen auf die im 
Kit enthaltenen DNA bindenden Säulen gegeben und jeweils bei 11.000g für eine Minute zent-
rifugiert. Anschließend wurde mit weiteren 500µl frischem QG-Puffer die Säule gewaschen 
und erneut zentrifugiert. Daraufhin wurde mit 600µl Alkoholhaltigem PE-Puffer gewaschen und 
zentrifugiert, damit abschließend mit 22µl EB-Puffer in einem neuen 1,5ml Tube die gebun-
dene DNA eluiert sowie abzentrifugiert werden konnte.  
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2.2.4.4 Aufreinigung von PCR-Produkten 
Nach der Kontrolle des PCR Produktes in der Gelelektrophorese wurden für die Aufreinigung 
des PCR-Produktes die Säulen und Puffer aus dem Macherey & Nagel Minipräp Kit verwendet. 
Das PCR-Produkt wurde mit zwei Volumina Puffer A3 gemischt und auf eine Säule mit einem 
2ml Auffangbehälter gegeben, um anschließend für eine Minute bei RT und 11.000g zentrifu-
giert zu werden. Der Durchfluss wurde verworfen. Es wurde nacheinander mit 500µl vorge-
wärmtem AW Puffer (50°C) sowie 600µl Ethanol haltigem Puffer A4 gewaschen und bei oben 
genannten Einstellungen zentrifugiert. Die Säule wurde in ein frisches 1,5ml Tube überführt 
und 30µl vorgewärmter Elutionspuffer AE (70°C) wurde zum Lösen der DNA auf die Säule 
gegeben. Nach einer Minute Inkubation bei RT wurde wieder zentrifugiert und die DNA-Kon-
zentration im NanoDrop bestimmt.  
 
2.2.4.5 3’UTR Klonierung in pmiRGLO Vektor von Promega 
Bei dem pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector von Promega handelt es 
sich um einen Vektor, welcher zwei Luciferasen enthält. An die Reporterluciferase, Glühwürm-
chenluciferase (luc2P, „firefly luciferase“), schließt sich die Klonierungsstelle für die 3’UTR der 
gewünschten Zielstruktur an. Es wurde die gesamte 3’UTR der jeweiligen Zielstrukturen mit 
den jeweiligen vorhergesagten Bindestellen extrahiert und hinter die Luciferase kloniert. Die 
konstante Expression dieses Fusionsproduktes in C2C12-Zellen wurde durch den enthaltenen 
PGK Promotor sichergestellt. Bei einer Bindung der microRNA an der eingefügten 3’UTR 
würde es durch Hemmung der Translation zu einer verminderten Luciferaseaktivität kommen. 
Zusätzlich enthält der Vektor zur Normalisierung der Lumineszenz die Korallenluciferase 
(hRluc, „renilla luciferase“). 
Für die Klonierung wurden die Zielstrukturen durch die oben genannten Primer aus muriner, 
genomischer DNA entweder mit der Phusion Hot Start II High-Fidelity-DNA-Polymerase oder 
der Platinum® Pfx DNA Polymerase von Thermo Fisher Scientific extrahiert. Durch Gelelekt-
rophorese wurden die PCR-Ansätze mit dem optisch höchsten Nukleinsäuregehalt identifiziert 
und wie oben beschrieben aufgereinigt. Für den Restriktionsverdau wurden die benötigten 
Puffer- und Enzymmengen mit dem Online verfügbaren „Double Digest“ Programm von 
Thermo Scientific ermittelt. Acvr1 und CLCN3 wurden mit 20U SalI und 20U XbalI in zweifach 
konzentriertem Tango Puffer verdaut. Von dem pmiRGLO Vektor wurden 3µg mit den gleichen 
Enzymen mitverdaut. Insgesamt wurden die Ansätze für eine Stunde bei 37°C im Thermocyc-
ler inkubiert und die Enzyme für zehn Minuten bei 65°C inaktiviert. Zu dem Vektor wurde 1µl 
Shrimp-Alkaline-Phosphatase von Thermo Scientific hinzugegeben und erneut für eine Stunde 
bei 37°C und zehn Minuten bei 65°C inkubiert. Cofilin-2, Qk und pmiRGLO wurden mit den 
FastDigest® Restriktionsenzymen FastDigest® XbaI und SbfI nach Herstellerangaben mit 
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FastDigest® Green Buffer für 40 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend für fünf Minuten 
bei 80°C im Thermocycler deaktiviert. Anschließend wurde der pmiRGLO Vektor mit der Shr-
imp-Alkaline-Phosphatase dephosphoryliert. Die verdauten Ansätze wurden durch die Gel-
elektrophorese von den Spaltprodukten gereinigt und aus dem Gel extrahiert. Für die Ligation 
wurde äquivalent zur Anzahl der Basenpaare pmiRGLO und PCR-Produkt im gleichen Ver-
hältnis eingesetzt. Es wurde 1U der T4 Ligase von Thermo Scientific in dem dazugehörigen 
Puffer in 20µl Gesamtvolumen genutzt und über Nacht bei RT inkubiert, um anschließend für 
zehn Minuten bei 65°C inaktiviert zu werden. Der Ligationsansatz wurde nun in DH10B Bak-
terien mittels Elektroporation eingebracht und das Fehlen von Mutationen in positiven Klonen 
durch Sequenzierung verifiziert. Für den Einsatz in den Luciferasereporter-Versuchen wurde 
für eine ausreichende Menge Plasmid die Midipräp von QIAGEN® benutzt.  
 
2.2.4.6 Mutagenese der microRNA Bindestellen 
Um die Bindung der miR-301a an den vorhergesagten Bindestellen zu verifizieren, wurde eine 
Mutagenese der Cofilin-2 3’UTR in pmiRGLO mit dem QuikChange® II Site-Directed Muta-
genesis Kit von Agilent Technologies durchgeführt. Die Primer wurden nach dem vom Herstel-
ler vorgegebenen Algorithmus designt. Dabei wurden die ersten fünf Basen der “Seed”-Se-
quenz auf Seiten der 3’UTR ausgetauscht. Hier wurde 5’GCACT-3‘ zu 5‘-TACAG-3‘, indem 
Guanin mit Thymin und Cytosin mit Adenosin ausgewechselt wurden (140). Diese veränderte 
Sequenz wurde von jeweils ca. 20 Basen flankiert und bildete so den Primer für die Muta-
genese. Bei mehreren Bindestellen in einer 3’UTR wurde erst, nachdem die Sequenzierung 
die Richtigkeit einer Mutation ergeben hat, eine weitere hinzugefügt.  
Zu den Primern kamen 5µl des mitgelieferten 10x Reaktionspuffer, 25ng der pmiRGLO Vor-
lage sowie 1µl dNTPs zusammen und es wurde mit ddH2O auf ein Reaktionsvolumen von 50µl 
aufgefüllt. Zu jedem Ansatz wurde nun 1µl der PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5U/µl) pipettiert 
und die Ansätze in den ThermoCycler überführt. Nach initialer Denaturierung bei 95°C für 30 
Sekunden folgten 18 Zyklen bestehend aus 30 Sekunden Denaturierung bei 95°C, Primerhyb-
ridisierung für eine Minute bei 55°C und Elongation für zehn Minuten bei 68°C. Anschließend 
wurde zu jedem Ansatz 1µl des Restriktionsenzyms DpnI hinzugegeben und für eine Stunde 
bei 37°C inkubiert, um die methylierte nicht mutierte pmiRGLO Vorlage zu verdauen. Die 
Transformation des Amplikons erfolgte in die im Kit enthaltenen XL-1 Blue Supercompetent 
Cells mittels eines Hitzeschocks. Dabei werden 50µl der XL-1 Bakterien in eine eisgekühlte 
14ml Röhre vorlegt und 1µl des verdauten PCR-Ansatzes hinzugefügt und für 30 Minuten auf 
Eis inkubiert. Anschließend wurde die Bakteriensuspension für 45 Sekunden im 42°C warmen 
Wasserbad inkubiert, um anschließend erneut für zwei Minuten auf Eis zu liegen. Die Bakte-
rien wurden in 500µl 42°C warmen LB-Medium resuspendiert und für eine Stunde bei 37°C 
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und 250rpm geschüttelt. Daraufhin wurden sie auf einer Carbenicillin-haltigen Agarplatte aus-
plattiert, um für 16 Stunden bei 37°C zu inkubieren. Die Richtigkeit der Mutation wurde durch 
Sequenzierung bestätigt. 
 
2.2.4.7 Cofilin-2 pDEST40 (Gateway™)  
Das offene Leseraster (ORF, „open reading frame“) von Cofilin-2 wurde von cDNA aus 
NRVCM mit oben genannten Primern durch eine PCR mit der Platinum® Pfx DNA Polymerase 
von Thermo Fisher Scientific extrahiert und amplifiziert. Diese Primer enthielten am 5’-Ende 
die für die Gateway™-Klonierung benötigten attB-Sequenzen. Bei der Gateway™-Klonierung 
wird sich das Rekombinationssystem der Bakteriophage λ zunutze gemacht, wobei es sich 
ursprünglich um ein System zur Integration von DNA in das Bakteriengenom von E.Coli han-
delt. Darauf basierend ist die Gateway™-Klonierung ein reversibles und sequenzspezifisches 
System zum Integrieren von DNA in unterschiedliche Vektoren. 
Die hergestellten attB flankierten PCR Produkte wurden in den Gateway® pDONR™221 von 
Thermo Fisher Scientific („entry vector“) durch Einsatz der BP Clonase® II überführt. Dafür 
wurden 150ng pDONR™221 zusammen mit 80fmol PCR-Produkt in einem Reaktionsvolumen 
von 8µl eingesetzt. Zu diesem Ansatz wurden 2µl BP Clonase® II hinzugegeben und für eine 
Stunde bei 25°C inkubiert. Durch Zugabe von 1µl Proteinase K wurde die Reaktion bei 37°C 
für zehn Minuten terminiert. Die in der BP Clonase® II enthaltenen Enzyme erkennen das attB 
flankierte PCR Produkt und ersetzen es an der attP haltigen Stelle im Vektor. Die so entstan-
denen Stellen werden attL genannt, welche wiederum im späteren Schritt äquivalent zur BP 
Clonase® II durch die LR Clonase® II erkannt werden und im Zielvektor („destination vector“, 
pDEST40) mit den attR tragenden Abschnitten getauscht werden.  
Durch das Einfügen der PCR Produkte wurde das in den Leervektoren vorhandenen 
attP/attR-flankierte ccdB-Gen entfernt. Hierbei handelt es sich um ein „Selbstmordgen“, wel-
che die bakterielle Gyrase hemmt und somit toxisch auf die Bakterien wirkt, wenn es exprimiert 
wird. Somit wird sichergestellt, dass nur solche Plasmide mit der korrekten, eingefügten Se-
quenz und dementsprechend entfernten ccdB-Gen zu einer Vermehrung eines Klons führen 
können. Nach der BP-/LR- Reaktion wurde jeweils das entstandene Produkt in DH10B trans-
formiert, positive Klone selektiert und mit Sequenzierung auf Abwesenheit von Mutation kon-
trolliert. 
 
2.2.5 Molekularbiologische Arbeitsmethoden 
 
 41 
2.2.5.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Für die Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA wurde das NanoDrop 2000 Photo-
meter von Thermo Scientific verwendet. Durch Messung der Extinktion eines Mikroliters Probe 
bei 260nm und 280nm wurde basierend auf dem Lambert-Beer‘schen Gesetztes die 
DNA/RNA-Konzentration der untersuchten Probe errechnet. Im Vorfeld wurde das Gerät mit 
der Pufferlösung geeicht, in dem sich die Nukleinsäuren befanden, um die optische Dichte der 
selbigen in die Berechnung mit einzubeziehen. Jede Probe wurde zweifach gemessen und der 
Mittelwert verwendet. 
 
2.2.5.2 Totale RNA Extraktion aus C2C12-Zellen und NRVCM 
Zur RNA-Gewinnung wurde das Medium von Zellen abgesaugt und mit 2ml PBS pro Well 
gewaschen. Anschließend wurde zur Lyse der Zellen und Freisetzung der RNA auf jedes Well 
1ml QIAzol™ gegeben. Durch vorsichtiges Invertieren mittels RNase-freier, gestopfter Pipet-
tenspitzen wurden alle Zellen vom Boden gelöst und in ein RNase und DNase-freies 1,5ml 
Tube überführt. Optional konnte die Zellsuspension bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C 
gelagert werden. Im nächsten Schritt wurden zu jeder Probe 200µl Chloroform hinzugegeben. 
Um die wässrige, RNA haltige Phase von der Phenolphase und Interphase zu trennen, wurden 
die Proben nun nach zwei bis drei minütiger Inkubation bei RT für 15 Minuten bei 4°C und 
12.000g zentrifugiert. Der wässrige Überstand wurde nun, in ein neues 1,5ml RNase und 
DNase-freies Tube pipettiert. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass der Überstand nicht 
durch die Proteinhaltige Interphase kontaminiert wurde. Weiterhin wurden zu jeder Zeit die 
RNA Proben auf Eis gelagert.  
Um die RNA zu fällen, wurden 500µl Isopropanol hinzugegeben und nach vorsichtigem Schüt-
teln für eine Stunde bei -20°C inkubiert. Anschließend wurde die RNA bei 4° für eine Stunde 
bei 12.000g zentrifugiert. Ein weißes Pellet wurde sichtbar und mit 1ml 75% Ethanol in 
DEPC-Wasser gewaschen und erneut für fünf Minuten bei 7500g und 4°C zentrifugiert. Fol-
gend wurden die Proben im Tube nun kopfüber auf Zellstoff getrocknet und das Pellet im An-
schluss in 40µl DEPC-Wasser gelöst. Optional konnte die RNA an diesem Punkt bei -80°C 
gelagert werden. 
 
2.2.5.3 DNase Verdau der RNA 
Der DNase Verdau der extrahierten RNA wurde durchgeführt, um Verunreinigungen durch 
DNA zu entfernen. Zu der RNA in 40µl DEPC-Wasser wurden 5µl des „10xReaction Puffer for 
DNase I“ sowie 5µl DNase I von Sigma-Aldrich hinzugegeben und für 15 Minuten bei RT inku-
biert. Anschließend wurde mit 50µl DEPC-Wasser auf 100µl aufgefüllt und 100µl Phenol-Chlo-
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roform-Isoamylalkohol Gemisch von Roth zur Inaktivierung der DNase I hinzu pipettiert. An-
schließend wurde für zehn Minuten bei 14.000rpm und 4°C zentrifugiert und der Überstand 
wurde in ein neues 1.5ml RNase-freies Tube transferiert. Dazu wurde noch 300µl absoluter 
Ethanol von Roth und 10µl 3M Natrium-Acetat zur RNA gegeben, um die RNA für eine Stunde 
bei -20°C zu fällen. Danach wurde für 60 Minuten bei 14.000rpm und 4°C zentrifugiert, um das 
Pellet daraufhin mit 500µl Ethanol zu waschen. Nach weiteren fünf Minuten bei 14.000rpm und 
4°C in der Zentrifuge wurde der Überstand abgenommen, das Pellet im Tube getrocknet und 
in 11µl DNase und RNase-freiem DEPC-Wasser resuspendiert. Die RNA-Konzentration 
konnte nun mittels NanoDrop bestimmt werden. 
 
2.2.5.4 cDNA Synthese mit SuperScript® III 
Für die cDNA-Synthese wurde je Probe 1µg RNA in 12µl DEPC-Wasser in einem RNase und 
DNase-freien 0,5ml Tube benötigt und mit 0,5µl Hexanukleotid Random Primer (50-250ng) 
von Roth sowie 1µl 10mM dNTPs versetzt. Nach Inkubation für fünf Minuten bei 65° zur Pri-
merhybridisierung wurde, nachdem die Proben auf Eis abkühlten, 4µl 5xFirst Strand RT-Buf-
fer, 1µl Dithiothreitol (DTT 0,1M), 1µl RNase Inhibitor (RNaseOUT 40Uµl) und 0,5µl Super-
Script® III Reverse Transkriptase (200U/µl) dazu pipettiert. Anschließend wurden die Ansätze 
für zehn Minuten bei 25°C inkubiert. Danach folgten zur Elongation 60 Minuten bei 50°C und 
zehn Minuten bei 70°C zur Inaktivierung. Hiernach wurde die cDNA mit 180µl DEPC-Wasser 
auf 5ng/µl verdünnt.  
 
2.2.5.5 Synthese von microRNA-cDNA  
Bei den microRNAs handelt es sich um sehr kurze (22nt) RNA-Fragmente, dessen Nachweis 
mit konventioneller cDNA Synthese nicht gelingt. Hier wurde das TaqMan®MicroRNA Assay 
von Thermo Scientific sowohl für die cDNA Synthese als auch für die qRT-PCR Analyse ver-
wendet. Für die Umschreibung werden spezielle Sonden von TaqMan® verwendet, die spezi-
fisch für zu untersuchende microRNA sind. Zur Normierung wurde die U6 (RNU6B) verwendet 
(141). Je Probe wurden 0,15 µl 100mM dNTP, 1µl MultiScribe™ RT 50U/µl, 1,5µl 10x RT 
Puffer, 0,19µl RNase Inhibitor 20U/µl und 4,16µl RNase freies ddH2O zu einem Gesamtvolu-
men von 7µl zusammen pipettiert. Zur Vereinfachung wurde ein gemeinsamer Ansatz für meh-
rere Proben erstellt und dann verteilt. Zu jedem Ansatz kamen noch 3µl der spezifischen, re-
versen Transkriptionssonde sowie 5µl der umzuschreibenden RNA (entsprechend 10ng RNA). 
Die reverse Transkription wurde im My Cycler™ für 30 Minuten bei 16°C, gefolgt von 30 Mi-
nuten bei 42°C und 5 Minuten bei 85°C durchgeführt. Die Proben wurden auf Eis abgekühlt 
und mit 7,5µl RNase und DNase-freiem Wasser 1:1,5 verdünnt.  
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2.2.5.6 Realtime-PCR Analyse mittels SYBR Green 
Zum Nachweis von einzelnen differentiell regulierten Transkripten wurden quantitative Echt-
zeit-PCR-Analysen mittels des CFX Real-Time Systems von Bio-Rad und des Universalmixes 
SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix von Thermo Fisher Scientific durchgeführt. Die quantita-
tive Echtzeit-PCR basiert auf dem Prinzip, dass der im Universalmix enthaltene Farbstoff, 
SYBR Green, an DNA bindet und proportional zum DNA Gehalt bei Anregung Licht emittiert. 
Jedes Well wurde mit 10µl Universalmix und 7,2µl RNase freiem Wasser, sowie jeweils 0,4µl 
eines Vorwärts und Rückwärts Primers mit einer Konzentration von 10µM beladen. Sämtliche 
Primer wurden im Vorfeld auf fehlende Amplifikation eines Produktes von genomischer DNA 
und Vorhandensein einer adäquaten Schmelzkurve mit cDNA getestet. Die Einzelmengen für 
jedes Well wurden in einem gemeinsamen Ansatz für das jeweilige Primerpaar angesetzt und 
im Anschluss mittels automatischer Pipette Pro von Eppendorf auf die einzelnen Wells einer 
96-Well Platte von Sarstedt unter Kühlung im Kühlblock verteilt. Die aufbereitete cDNA wurde 
auf eine Konzentration von 5ng/µl verdünnt und 2µl (10ng) cDNA je Well verwendet. Jede 
Probe wurde im Triplikat gemessen und zur internen Normalisierung wurde RPL32 benutzt 
(142). Zusätzlich lief für jedes Primerpaar eine Probe ohne cDNA („no template control“, NTC) 
mit. Jeder Durchlauf begann mit 50°C für zwei Minuten gefolgt von 95°C für 30 Sekunden zur 
anfänglichen Denaturierung. Anschließend folgten erneut 95° für fünf Sekunden und danach 
60°C für 30 Sekunden, was einen gemeinsamen Schritt für Primerhybridisierung und Elonga-
tion darstellte. Danach wurde gemessen und die vorherigen Schritte für 39 weitere Zyklen 
wiederholt. Nach diesen Zyklen wurde eine Schmelzkurve angefertigt, indem nach initialer 
Denaturation bei 95° für 10 Sekunden und anschließend für 60°C bei fünf Sekunden die Tem-
peratur unter Messung um je 0,5°C bis auf 95°C steigt. 
 
2.2.5.7 Multiplex Realtime PCR 
Zur Überprüfung der Expression von Rcan1-4, Nppa und Nppb wurde eine Multiplex Echtzeit 
PCR durchgeführt. Dabei werden sequenzspezifische Sonden, die an unterschiedliche 
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, benutzt. In diesem Fall wurde für RPL32 Texas Red, für 
Rcan1-4 Cy5.5, für Nppa FAM und für Nppb HEX eingesetzt. Je Probe kamen so 10µl iQ™ 
Multiplex Powermix von Bio-Rad und je 0,5µl der Primer mit den Sonden sowie 6µl 
DEPC-Wasser. Für die Gesamtzahl aller Wells wurde ein gemeinsamer Ansatz erstellt, womit 
jedes Well mit der elektrischen Pipette von Eppendorf mit 18µl befüllt wurde. Hinzu kamen 2µl 
cDNA (10ng) und eine Kontrolle ohne DNA (NTC). Jede Probe wurde im Triplikat gemessen. 
Das im CFX Real-Time System verwendetet Programm startete mit zwei minütiger initialer 
Denaturation bei 95°C mit erneuter Denaturation für 15 Sekunden bei 95°C. Hiernach wurde 
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für 45 Sekunden bei 60°C in einem gemeinsamen Schritt für Primerhybridisierung und Elonga-
tion inkubiert. Diese beiden Temperaturstufen wurden für 39 Zyklen mit einer Messung am 
Ende jedes Zyklus wiederholt.  
 
2.2.5.8 Detektion der microRNA mit quantitativer Realtime-PCR 
Für die quantitative Realtime-PCR zum Nachweis differentiell regulierter microRNAs wurden 
ebenfalls die speziellen TaqMan®-Primer mit spezifischen Sonden verwendet, welche mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff FAM gekoppelt sind, der sich bei Amplifikation durch Bindung der Sonde 
an der umgeschriebenen microRNA-cDNA freisetzt. Das Gesamtvolumen von 20µl je Well be-
stand aus 2µl der verdünnten cDNA mit 10µl des TaqMan® 2xUniversal PCR Master Mixes 
und 1µl der TaqMan® Primer mit Nuklease freiem ddH2O. Die qRT selbst wurden im CFX 
Real-Time System von Bio-Rad durchgeführt. Nach initialer Denaturierung bei 95°C für eine 
Dauer von zehn Minuten folgten 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 95°C für 15 Se-
kunden und 60 Sekunden bei 60°C für Hybridisierung und Extension. 
 
2.2.5.9 Proteinernte und Aufbereitung 
Für die Proteingewinnung wurden die NRVCM und C2C12-Zellen im 6-Well Format kultiviert. 
Nachdem das Medium abgesaugt wurde, erfolgte ein Waschschritt mit 2ml PBS/Well. Nach 
erneuter Absaugung wurden je Well 180µl von oben genanntem Kernlysepuffer (KLP) inklu-
sive Phosphatase Inhibitor II und III, Proteinaseinhibitor und DTT hinzugegeben und die Zellen 
auf Eis mittels eines Zellschabers von den Platten gelöst. Nach vorsichtigem Invertieren wurde 
das Lysat in ein 1,5ml Tube überführt. Zum schonenden Aufbrechen der Kerne durchlief das 
Lysat dreimal den Zyklus des Schockgefrierens in Flüssigstickstoff sowie des Auftauens bei 
RT. Daraufhin wurden die Proben bei 10.000rpm für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um über-
flüssige Zellbestandteile von dem Proteinlysat zu trennen. Danach wurde der Überstand in ein 
neues 1,5ml Tube überführt und bis zur Messung auf Eis gelagert.  
 
2.2.5.10 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
Für die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das Protein Assay Dye Reagent Concentrate 
von Bio-Rad verwendet. Vor Anwendung musste das Konzentrat mit 1:5 mit ddH2O verdünnt 
und filtriert werden. Zum Erstellen der benötigten Standardkurve zur Eichung wurden ausge-
hend von Bovinem Serum Albumin mit einer Konzentration von 2,56mg/ml drei weitere Ver-
dünnungen (1,28mg/ml, 0,64mg/ml, 0,32mg/ml) hergestellt. Zusätzlich wurde noch eine Leer-
probe mit Wasser mitbestimmt. Von jeder zu messenden Probe, auch Standard- und Leer-
probe, wurden 2µl/Well eingesetzt und im Triplikat gemessen. Der lineare Messbereich lag bei 
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einer Konzentration von 0,05-0,5mg/ml Protein. Bei Überschreiten dieser Grenze konnte ge-
gebenenfalls auch eine Verdünnung bestimmt werden. Zu jedem Well wurden nun 200µl des 
anfänglich angesetzten Protein Assay mithilfe der 8-Fach Mehrkanalpipette von Eppendorf 
hinzugegeben und für fünf Minuten bei RT inkubiert und vorsichtig geschüttelt. Die Messung 
der Extinktion bei 595nm sowie die Berechnung der Konzentration erfolgten im Spektrometer 
Infinite M200Pro von Tecan.  
 
2.2.5.11 SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zur Trennung der zu untersuchenden Prote-
ine nach Molekulargewicht durchgeführt. Die Proben wurden gleichmäßig verdünnt, sodass 
gleichmäßige Proteinmengen (40µg) in einem Blot in jeder Tasche verwendet wurden. Durch 
Hinzugabe von 4xLaemmli Puffer im passenden Verhältnis (Endkonzentration 1x) wurden die 
Proben mit Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt. SDS dient der Denaturierung der Proteine 
sowie der Demaskierung der negativen Ladungen der Proteine, sodass sie sich im elektri-
schen Feld in Richtung der Anode bewegen. Anschließend wurden die Proben für fünf Minuten 
bei 95°C denaturiert.  
Die Gele wurden in den dafür vorgesehenen Glasplatten mit einer Stärke von 1,5 mm gegos-
sen. Die unteren Dreiviertel des Gels wurden aus dem oben genannten Trenngelpuffer, sowie 
entionisiertem Wasser und Polyacrylamid in einer Endkonzentration (10-12,5%) gegossen. 
Durch Hinzugabe von 60µl 10%igem APS und 30µl TEMED vor dem Gießen wurde die Poly-
merisierung durch Radikalbildung initiiert und katalysiert. Zur Verhinderung von Luftblasen 
wurden direkt nach dem Einfüllen des Trenngels 300µl Isopropanol auf das Gel gegeben. Nach 
Aushärtung wurde das Isopropanol abgegossen und Reste vorsichtig mit Filterpapier entfernt. 
Das weichere Sammelgel (5% Acrylamid) bestand aus Sammelgelpuffer, Wasser und Ac-
rylamid, sowie 15µl TEMED und 30µl APS. Je nach Probenanzahl wurde nun entweder ein 
Zehner- oder Fünfzehnerkamm für die Taschenbildung verwendet. Nach Aushärtung wurde 
das Gel in die Haltevorrichtung der Kammer überführt und mit Laufpuffer befüllt. Nach Spülung 
der Taschen mit einer 50ml Spritze zum Entfernen von Gelresten wurden diese mit den Proben 
durch Einsatz der langen Pipettenspitzen von Biorad beladen. Die jeweils außenliegenden Ta-
schen wurden mit 5µl PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder befüllt, welche in äquiva-
lenten Mengen zum Volumen der Proteinproben Laemmlipuffer und Wasser enthielten. Der 
Deckel der Kammer wurde aufgesetzt und das elektrische Feld für 15 Minuten bei 100V zum 
Sammeln der Proteine im Sammelgel angelegt. Anschließend wurde die Spannung auf 140V 
erhöht, bis die gewünschte Laufweite erreicht worden ist. 
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2.2.5.12 Western Blotting 
Für den Transfer der Proteine wurden PVDF-Membranen von GE Healthcare verwendet, wel-
che vor Benutzung für zehn Sekunden zur Aktivierung der Membran in Methanol inkubiert 
werden mussten. Im Transferpuffer wurden die „Blotting-Kassetten“ zusammengelegt. Diese 
Kassette bestand von unten ausgehend aus dem unteren Rahmen, einem Schwamm, drei 
Schichten Filterpapier, dem vorsichtig aus den Glasplatten gelösten SDS-Gel, der PVDF 
Membran, drei Schichten Filterpapier, einem Schwamm und dem oberen Rahmen. Diese Kas-
sette wurde in die Vorrichtung Kammer zusammen mit einem -20°C kalten Kühlakku überführt 
und die Kammer mit Transferpuffer vollständig aufgefüllt. Der Deckel wurde angebracht und 
das elektrische Feld mit einer Stromstärke von 350mA für 90 Minuten angelegt. Der Blotvor-
gang konnte durch das Übertragen der farblich markierten Leiter auf die Membran optisch 
verifiziert werden. Anschließend wurde die Membran in 5%ige Milch in TBST überführt und für 
mindestens zwei Stunden zum Binden von unspezifischen Bindestellen geblockt.  
 
2.2.5.13 Detektion von spezifischen Proteinen auf der PVDF Membran 
Zur Detektion von spezifischen Proteinen wurde die Membran mit dem Protein über Nacht mit 
dem Erstantikörper bei 4°C inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Membran dann dreimal 
für 10 Minuten in TBST zur Entfernung des nicht gebundenen Antikörpers gewaschen. An-
schließend wurde speziesgerecht mit Zweitantikörper mit einer Konzentration von 1:10000 in 
5%Milch-TBST für 60 Minuten bei RT inkubiert. Diese Antikörper sind mit HRP („Horseradish 
peroxidase“, „Meerrettichperoxidase“) konjugiert und dienen der Detektion der Proteine auf 
der Membran mittels Amershame ECL Plus von GE Healthcare. Hierbei handelt es sich um 
eine Luminol- und eine Peroxidlösung. Die HRP der gebundenen Zweitantikörper katalysiert 
dabei die Oxidation des Luminols in Anwesenheit von Peroxid, sodass Chemolumineszenz bei 
425nm entsteht. Nach der Inkubation mit dem Zweitantikörper wurde erneut dreimal für zehn 
Minuten mit TBST gewaschen. Währenddessen wurden das Amershame ECL Plus angesetzt, 
indem jeweils 900µl Luminol- und Peroxidaselösung vermischt wurden und für mindestens 
eine Membran verwendet werden konnte. Auf einer lipophilen Oberfläche wurde die Membran 
gelagert und das Amershame ECL Plus auf die Membran pipettiert. Im Dunkeln wurde nun für 
fünf Minuten inkubiert und direkt im Anschluss wurde die Membran im FlourChem Q von Alpha 
Innotech unter UV-Belichtung entwickelt. Nachträglich wurde noch die Proteinleiter zur Identi-
fizierung der Banden in den Cy5/Cy3 Kanäle n aufgenommen. Mithilfe der Software Alphaview 
Q zur Detektion konnte nun die Proteinexpression densitometrisch quantifiziert werden. 
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2.2.5.14 Ernte und Durchführung der Luciferasereporter Assays 
Das Medium der C2C12-Zellen in den 24-Well-Platten wurde 48 Stunden nach Transfektion 
abgesaugt und die Zellen einmalig mit kaltem PBS gewaschen. Ein Teil des 5x Passive Lysis 
Buffer wurde mit vier Teilen ddH2O in einem 50ml Falconröhrchen vermengt, sodass jedes 
Well mit 100µl Lysepuffer befüllt werden konnte. Für eine gleichmäßige Verteilung wurde die 
Multipipette® von Eppendorf genutzt. Zur weiteren Lyse wurden die Zellen einmalig bei -80°C 
für 20 Minuten eingefroren, um bei RT und mit maximaler Geschwindigkeit auf einem horizan-
talen Plattenschüttler für 30 Minuten geschüttelt zu werden. Bei dem Dual-Glo® Luciferase 
Assay System von Promega werden zwei unterschiedliche Substrate für zwei verschiedene 
Luciferasen verwendet. Als Reporter wurde die Glühwürmchenluciferase (luc2P, „firefly luci-
ferase“) und zur Normalisierung die Korallenluciferase (hRluc, „renilla luciferase“) verwendet. 
Die Substrate wurden aufgetaut und die Injektoren des Infinite M200Pro von Tecan befüllt, 
sodass keine Luft mehr im Schlauchsystem war. Von den Proben wurden 20µl in eine weiße, 
intransparente 96-Well-Platte pipettiert. Die Platte wurde eingelegt und das Messprotokoll ge-
startet. Durch die automatische Injektion wurde jedes Well einzeln gemessen. Zuerst wird 
durch Zugabe des ersten Substrates („Dual-Glo® Luciferase“) die Aktivität der Firefly Luci-
ferase durch Messung der Chemolumineszenz bestimmt. Diese wurde durch Zugabe des 
zweiten Substrates („Dual-Glo® Stop & Glo®“) terminiert und die Aktivität der Renilla Luci-
ferase bestimmt. 
 
2.2.5.15 Immunofluoreszenz zur Bestimmung der Zellgröße von NRVCM 
Wie beschrieben wurden die NRVCM im 12-Well Format auf Coverslips mit Kollagenbeschich-
tung ausgesät. Das DMEM-Medium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit eiskaltem 
PBS gewaschen, um anschließend für fünf Minuten bei RT mit 1ml 4%-Paraformaldehyd fixiert 
zu werden. Hiernach wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und dann für eine 
Stunde bei RT mit 2,5%BSA in PBS blockiert sowie mit 0,25% Triton X-100 permeabilisiert. 
Für die Inkubation mit dem Erstantikörper wurde Parafilm als lipophile Oberfläche über eine 
Glasplatte, welche sich in einer Kammer mit feuchtem Filterpapier befand, gezogen und je-
weils 100µl des in PBS und 2.5% BSA verdünnten Erstantikörpers auf den Parafilm pipettiert. 
Die an den Coverslips anhaftenden Zellen wurden nun kopfüber auf den vorgelegten Antikör-
per gegeben und für eine Stunde bei RT in der geschlossenen Kammer inkubiert. Danach 
wurde dreimalig mit PBS gewaschen und mit den Zweitantikörpern nach selbigem Prinzip in-
kubiert. Anschließend wurde dreimal mit PBS und einmal mit ddH2O gewaschen, um Verun-
reinigungen durch Kristallisation des PBS zu vermeiden. Die Coverslips wurden vom über-
schüssigem Wasser mittels Zellstoff befreit und mit 20µl FluorPreserve™ Medium auf die Ob-
jektträger mit der Zellseite nach unten gelegt. Die Objektträger mit den Coverslips wurden über 
Nacht bei 4°C getrocknet. Die Bilder wurden mit dem Keyence BZ-9000 Fluoreszenzmikroskop 
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aufgenommen, welches mit einer 20x CFI Plan Apo λ Linse mit einem NA von 0,75 bei RT 
ausgestattet war und mit der zugehörigen BZ-II-Analyzer Software analysiert.  
 
2.2.5.16 Zelloberflächenmessung 
Zum Erstellen von Bildern für die Messung der Zellgröße wurden insgesamt 125 (x/y/z, 5x5x5) 
Bilder bei 20-facher Vergrößerung für jeden Fluoreszenzkanal (DAPI und α-Actinin) erstellt. 
Diese Einzelbilder haben eine Überlappung von 20% und wurden zu einem Großbild mit aus 
den z-Achsenbildern errechneten Fokus zusammengesetzt. Mittels der in der BZ-II Analyzer 
enthaltenen HybridCellCount-Software wurde die Zellgröße bestimmt. Die Einstellung für alle 
Bilder wurde an der Kontrolle festgelegt und galt dann für jede weitere Berechnung eines Ver-
suches. Die Zelloberfläche wurde durch die α-Actinin-Färbung festgelegt und im zweiten 
Schritt wurde die DAPI-Färbung zum Bestimmen der Zahl der Zellkerne extrahiert. Es wurden 
nur Zellen in die Berechnung der Zelloberfläche eingeschlossen, die keine Zellkontakte sowie 




3.1 Suche nach Zielstrukturen der miR-301a 
 
3.1.1 Ergebnisse der in silico Suche nach Zielstrukturen der miR-301a 
 
Die Identifizierung von potentiellen Zielgenen der miR-301a-3p, im Folgenden miR-301a ge-
nannt, wurde mit einer in silico Suche mit den oben genannten (siehe 2.2.1) Datenbanken für 
die Spezies Mus musculus (Hausmaus) durchgeführt. Dabei wurden insgesamt 3066 Gene 
als potentielle Bindungspartner der miR-301a genannt. Das Venn-Diagramm (A, Abbildung 3) 
zeigt die Schnittmengen der unterschiedlichen Vorhersagewerkzeuge.  
Zur weiteren Eingrenzung wurden nur solche Gene weiterverfolgt, die entweder von vier Da-
tenbanken vorhergesagt wurden (F; Abbildung 3) oder die sich nach „Score“ unter den oberen 
Zehn je Datenbank befanden (B, C, D, E; Abbildung 3). Es wurden so 75 verschiedene Gene 
gefunden, auf die diese Kriterien zutrafen.  
Die in grau unterlegten Gene (Acvr1, Cfl2, Qk und CLCN3) wurden anschließend für die Ver-
suche mit dem Luciferasereporter benutzt. Die Auswahl dieser vier Gene erfolgte durch Ein-
satz des Programmes DAVID und vorzugsweise wurden die ausgewählt, welche dort einen 




Abbildung 3: Übersicht der vorhergesagten Zielstrukturen der miR-301a. A; Venn-Diagramm mit 
den Ergebnissen, der Suche nach Zielstrukturen. Überschneidungen der einzelnen Formen geben die 
Schnittmenge der gleichen vorhergesagten Gene an. B, C, D, E; Die oberen Zehn („Top 10“) je Daten-
bank nach individuellem „score“. F; Liste der Gene aus der Schnittmenge aller Datenbanken. Grau un-
terlegt finden sich die Gene, die für die Luciferase-Reporter-Experimente verwendet wurden.  
  
3.1.2 Cofilin-2 als Zielstruktur der miR-301a  
 
MicroRNAs zeigen ihre Wirkung auf die Zielstrukturen bei Bindung an die 3‘ untranslatierte 
Region (3’UTR) des Transkriptes (mRNA) durch Hemmung der Translation. Somit kommt es 
bei einer Interaktion der 3’UTR mit einer microRNA zu verminderter Proteinexpression inner-
halb der Zelle (143). Dieser Funktionsmechanismus wird zum qualitativen Nachweis der Bin-
dung einer microRNA an eine 3’UTR verwendet, indem die 3’UTR der Gene von Interesse in 
einen geeigneten Vektor, pmiRGLO (A, Abbildung 4), kloniert wurde, welcher für eine stetige 
Transkription der Luciferase, luc2, sorgte. Durch Bindung der microRNA an das Transkript 
kommt es dann zu verminderter Translation und somit zu geringerer Luciferase-Aktivität, wel-
che durch Messung der Lumineszenz (für Details siehe: 2.2.5.14) bestimmt werden kann. Für 
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die Überexpression von miR-301a in den C2C12-Zellen wurden microRNA-Mimics verwendet, 
die im Vergleich zur eingesetzten Negativkontrolle und der endogenen Expression zu einer 
deutlichen Steigerung des miR-301a Niveaus in den C2C12-Zellen führten (B, Abbildung 4).  
Mit Einsatz des Luciferasereporters wurde Cofilin-2 als Zielstruktur der miR-301a identifiziert, 
da sich eine deutliche Senkung der Luciferaseaktivität bei Exposition mit miR-301a zeigte. Um 
diese Bindung zu verifizieren, wurden die vorhergesagten Bindestellen mutiert, indem die 
“Seed”-Sequenz so verändert wurde, dass sie nicht mehr mit der miR-301a komplementär 
war, damit der durch sie vermittelte Effekt aufgehoben wurde (140). Die Positionen innerhalb 
der Abbildung 4 (370, 840, 1030, 1717) beziehen sich auf die Basen der 3‘UTR nach dem 
Stopcodon des offenen Leserasters (D, Abbildung 4). Hier zeigte sich, dass die Mutation der 
Bindestellen an Position 370 und 1030 zu einer deutlichen Abschwächung der Inhibition durch 
miR-301a führte (D, Abbildung 4), wohingegen die Mutation der Bindestellen an Position 840 
und 1717 keinen Effekt zu haben schien. Bei Mutation aller Bindestellen in einem Konstrukt 
wurde der Effekt der miR-301a komplett nivelliert. Insgesamt zeigte sich Cofilin-2 im Lucifera-
sereporter als Zielstruktur von miR-301a mit zwei signifikanten Bindestellen (370 und 1030). 
 
Abbildung 4: Cofilin-2 (Cofilin-2) zeigte sich durch verminderte Luciferaseaktivität von miR-301a 
reguliert. Die 3’ untranslatierten Regionen von Acvr1, Cofilin-2, Qk und CLCN3 befanden sich in dem 
pmiRGLO Vektor (A) hinter der Luciferase, luc2. Die zweite Luciferase, hRluc, diente als endogene 
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Kontrolle. B; Durch quantitative Echtzeit-PCR-Analyse wurde gezeigt, dass miR-301a mit Mimics über-
exprimiert werden konnte. Als Vergleich dienten Zellen, die mit einer Mimic-Negativkontrolle behandelt 
wurden sowie unbehandelte Zellen, wobei die Negativkontrolle im Vergleich zu diesen zu keiner statis-
tisch signifikanten Regulation von miR-301a führte. C; Die Luciferaseaktivität zeigte sich im Cofilin-2 
Konstrukt bei Einsatz von miR-301a-Mimics (20pmol) in C2C12 Myoblasten vermindert (n=6). D; Durch 
Mutation der Bindestellen konnte gezeigt werden, dass sich der Effekt inhibieren lies (n=4). Mut.: Muta-
tion der Bindestelle, an der Position in der 3’UTR. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Stu-
dent‘s t-test (B, C, D) durchgeführt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; ‡: p<0,001. 
Fehlerbalken: SEM.  
 
3.1.3 Regulation der Translation von Cofilin-2 durch miR-301a 
 
Die im Luciferasereporter nachgewiesene Regulierung der 3’UTR durch miR-301a sollte nun 
in vitro durch Hemmung der Translation überprüft werden. Durch Überexpression von 
miR-301a mit microRNA Mimics in NRVCM zeigte sich hier, dass Cofilin-2 vermindert expri-
miert wurde (A, B, Abbildung 5). Dazu im Einklang stand, dass die Expression von Cofilin-2 
durch Einsatz von miR-301a Inhibitoren anstieg, da durch Hemmung der selbst inhibitorisch 
wirkenden miR-301a eine vermehrte Translation erfolgen konnte (C, D, Abbildung 5). 
 
Abbildung 5: Die Expression von Cofilin-2 ließ sich durch miR-301a beeinflussen. A, B; Western-
blotanalysen zeigten in NRVCM, dass Überexpression von miR-301a mit Mimics (30pmol/Well) zu ver-
minderter Expression von Cofilin-2 führen (n=3). F, G Verminderung der Expression von miR-301a 
durch microRNA Inhibitoren (100pmol/Well) zeigten im Westernblot in NRVCM die Steigerung der Ex-
pression von Cofilin-2 (n=3). Zur Normalisierung wurde hier α-Tubulin verwendet. Statistische Analysen 
wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, D) durchgeführt. Signifikanzniveaus *: p<0,05; †: p<0,01. 




3.1.4 Konservierung der miR-301a Bindestellen in verschiedenen Spezies 
 
Beim Vergleich der miR-301a Bindestellen stellten sich vor allem die “Seed”-Sequenzen an 
den Positionen 370, 890 und 1030 als hoch konserviert unter den verglichenen Spezies dar 
(A, C, E, Abbildung 6). Allen voran Position 370 (A, Abbildung 6) schien insgesamt am höchs-
ten konserviert zu sein. Lediglich bei Ratte und Mensch kommt es hier zu einer kleinen Diffe-
renz hinter der “Seed”-Sequenz, wohingegen Position 1717 (G, Abbildung 6) mit Basenabwei-
chungen in der “Seed”-Sequenz selbst schwach konserviert ist.  
Des Weiteren wurden hier die Bindestellen der murinen 3’UTR mit der Sequenz von miR-301a 
gegenübergestellt, damit die Übereinstimmungen in der “Seed”-Sequenz zwischen microRNA 
und Zielstruktur sichtbar wurden (B, D, F, H, Abbildung 6). Überdies wurden so weitere Ba-
senpaarungen hinter der “Seed“-Sequenz kenntlich gemacht. In Zusammenschau mit den Er-
gebnissen der Mutation der Bindestellen (D, Abbildung 4) zeigte sich der essenzielle Einfluss 
der “Seed”-Sequenz auf die Funktion der Bindestelle, da die Positionen 370 und 1030 (B, F, 







Abbildung 6: Übersicht der miR-301a Bindestellen in der 3’UTR von Cofilin-2. Als Ausgangspunkt 
für den Vergleich dienten die miR-301a Bindestellen, welche von microrna.org vorhergesagt wurden, in 
der 3’UTR von Cofilin-2 aus der Hausmaus (mmu). A, C, E, G; Sequenzabschnitte in 5‘ -> 3‘ Richtung 
der Spezies Hausmaus (M. musculus), Mensch (H. sapiens), Wanderratte (R. norvegicus), Rhesusaffe 
(M. mulatta), Schimpanse (P. troglodytes) und Haushund (C. lupus familiaris) wurden durch Einsatz der 
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Software ClustalX auf Homologie der Bindestellen mit jeweils 11-17 zusätzlichen Basen je Seite mitei-
nander verglichen. *; homolog in allen Spezies. Die großen Rahmen fassen die gesamte Bindestelle 
zusammen und die kleinen Rahmen zeigen die “Seed”-Sequenz (seed seq.). Die Positionen beziehen 
sich auf die Anzahl der Basenpaare hinter dem offenen Leseraster von Cofilin-2 nach dem Stopcodon. 
B, D, F, H; Unterhalb der gepaarten Sequenzen finden sich die vorhergesagten Bindestellen in Paarung 
mit der miR-301a (mmu-miR-301a). 
 
3.2 Heraufregulation von Cofilin-2 im Calsarcin-1 defizienten Mausmodell 
 
Da sich miR-301a in den Calsarcin-1 defizienten Mäusen, Cs1-/-, als weniger exprimiert dar-
stellte, war es sinnvoll, auf die Expression von Cofilin-2 in diesen Tieren zu blicken. Hierbei 
stellte sich Cofilin-2 sowohl im Westernblot (A, B, Abbildung 7) als auch in der quantitativen 
Echtzeit PCR (C, Abbildung 7) als vermehrt exprimiert dar, was konkordant zu der Regulation 
von miR-301a war. Cofilin-2 ist nur in nicht phosphorylierter Form aktiv. Die Phosphorylierung 
findet an der dritten Aminosäure (Serin 3) statt und inaktiviert Cofilin-2 (144). Zur Evaluation, 
ob Cofilin-2 neben der erhöhten Gesamtexpression auch vermehrt als inaktive Form vor-
kommt, wurde die Menge des phosphorylierten Cofilin-2 ermittelt. Diese stellte sich als nicht 
signifikant reguliert dar (D, E, Abbildung 7). Schlussfolgernd zeigte dies, dass vermehrt aktives 
Cofilin-2 vorhanden war. 
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Abbildung 7: Cofilin-2 zeigte sich in Calsarcin-1 defizienten Mäusen heraufreguliert. A, B; Wes-
terblotanalysen stellten Cofilin-2 aus hochreguliert in den Calsarcin-1 defizienten Mäusen, Cs1-/-, dar 
(n=3/4). C; Auch die mRNA-Expression zeigte sich in qRT Analysen erhöht. D, E; Die Phosphorylierung 
von Cofilin-2 schien im Westernblot unverändert (n=3/4). Densitometrische Daten wurden mit GAPDH 
als endogene Kontrolle berechnet. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, 
C, E) durchgeführt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; †: p<0,01. Fehlerbalken: SEM. 
 
3.3 Cofilin-2 und miR-301a in anderen Mausmodellen des Herzversagens 
 
In dem Cs1-/- Mausmodell zeigte sich Cofilin-2 als herauf- und miR-301a als herunterreguliert. 
Zur weiteren Evaluierung der pathophysiologischen Relevanz sollte die Hypothese überprüft 
werden, ob auch andere Mausmodelle des Herzversagens ebenfalls differentielle Regulierun-
gen aufweisen. Dafür wurden Proben von in unserer Arbeitsgruppe verfügbaren Modellen, 
nämlich dem Calcineurin transgenen Mausmodell (CnA TG) und dem MLP defizienten Maus-






3.3.1 Cofilin-2 und miR-301a im Calcineurin transgenen Mausmodell 
 
Bei Calcineurin transgenen Tieren steht starke Hypertrophie im Vordergrund, welche dann zu 
Herzversagen führt (67). Die Proteinexpression von Cofilin-2 war in diesen Tieren im Vergleich 
zur Wildtypkohorte signifikant erhöht (A, B, Abbildung 8), was auch durch ein gesteigertes 
mRNA-Niveau (C, Abbildung 8) bestätigt wurde. Im Kontrast zu den Cs1-/- Tieren zeigte sich 
hier allerdings eine Erhöhung der Expression von miR-301a (D, Abbildung 8). 
 
Abbildung 8: Cofilin-2 und miR-301a sind im Calcineurin transgenen Mausmodell heraufregu-
liert. A, B; Westernblotanalysen zeigten, dass Cofilin-2 in Calcineurin transgenen Mäusen (CnA TG, 
Alter: 18 Wochen) im Vergleich zur Wildtypkohorte (WT) heraufreguliert ist (n=4). Als endogene Kon-
trolle zur Normalisierung wurde GAPDH verwendet. C; Quantitative Echtzeit-PCR-Analysen konnten die 
Heraufregulation bestätigen (n=4). D; Ebenfalls zeigte sich in Echtzeit-PCR-Analysen, dass miR-301a 
vermehrt exprimiert wurde. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, C, D) 




3.3.2 Cofilin-2 und miR-301a in MLP defizienten Mausmodell 
 
Die Muscle LIM Protein defizienten Tiere, MLP-/-, zeigen den Phänotyp einer dilatativen 
Kardiomyopathie mit Hypertrophie und Herzversagen sowie veränderter Zellarchitektur (71). 
In diesem Mausmodell zeigte sich im Vergleich zu Wildtypwurfgeschwistern das gleiche Bild 
wie in den Calcineurin transgenen Tieren, bestehend aus Hochregulation von Cofilin-2 im 
Westernblot (A, B, Abbildung 9) und in der qRT (C, Abbildung 9) mit ebenfalls erhöhter Ex-
pression von miR-301a (D, Abbildung 9). 
 
Abbildung 9: Cofilin-2 und miR-301a sind im MLP defizienten Mausmodell (MLP-/-) heraufregu-
liert. A, B; Westernblotanalysen zeigten, dass Cofilin-2 in MLP-/- Mäusen (Alter: 18 Wochen) im Ver-
gleich zur Wildtypkohorte (WT) herauf reguliert ist (n=4). Als endogene Kontrolle zur Normalisierung der 
Densitometrieresultate diente GAPDH. C; Quantitative Echtzeit-PCR-Analysen konnten die vermehrte 
Expression von Cofilin-2 bestätigen (n=4). D; Auch hier zeigte sich in Echtzeit-PCR-Analysen miR-301a 
als erhöht exprimiert. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, C, D) durchge-
führt. Signifikanzniveaus *: p<0,05; ‡: p<0,001. Fehlerbalken: SEM. 
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3.4 Effekt der in vitro Herunterregulation von Calsarcin-1 Expression auf 
miR-301a 
 
Ausgehend davon, dass miR-301a lediglich in Cs1-/- herunterreguliert war (88) und in den an-
deren untersuchten Mausmodellen heraufreguliert erschien (D, Abbildung 8; D, Abbildung 9), 
wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich um einen Calsarcin-1 spezifischen Effekt in 
diesem Mausmodell handeln könnte. Diese Hypothese sollte in vitro in NRVCM überprüft wer-
den. Dafür wurde siRNA vermittelt, die Calsarcin-1 Expression in NRVCM gemindert (A, B, 
Abbildung 10). Dabei zeigte sich, dass die Minderung von Calsarcin-1 keinen signifikanten 
Effekt auf die Expression von miR-301a hatte (C, Abbildung 10). 
 
Abbildung 10: Verminderte Expression von Calsarcin-1 in vitro hat keinen Effekt auf die Expres-
sion von miR-301a in NRVCM. A, B; Westernblot, welcher die Herunterregulierung von Calsarcin-1 in 
NRVCM durch Einsatz einer siRNA (100pmol/Well) gegen Calsarcin-1 (siCs1) im Vergleich zur Kon-
troll-siRNA (siCtrl) zeigt. Zur Normalisierung der densitometrischen Daten wurde GAPDH verwendet 
(n=3). C; Quantitative Echtzeit-PCR, welche durch verminderte Expression von Calsarcin-1 keine Än-
derung der miR-301a Expression in NRVCM nachweisen konnte (n=6). Statistische Analysen wurden 
mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, C) durchgeführt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; †: 
p<0,01. Fehlerbalken: SEM. 
 
3.5 Vergleich der Expression von Cofilin-2 und miR-301a zwischen 
Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten  
 
Da sich in Herzgewebe neben den Kardiomyozyten auch andere Zellen befinden, stellt sich 
die Frage nach der Verteilung von Cofilin-2 und miR-301a in diesen unterschiedlichen Zellen. 
Um dem nachzugehen und zu klären, welche kardialen Zellen Cofilin-2 vorwiegend exprimie-
ren, wurden Kardiomyozyten mit kardialen Fibroblasten verglichen. Hier wurden bei der Prä-
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paration der Kardiomyozyten nebst diesen auch Fibroblasten aus dem oberen Teil der Inter-
phase im Percoll Gradienten gewonnen und für 72 Stunden gleichzeitig mit den 
Kardiomyozyten inkubiert. Zur Verifikation, dass die Kardiomyozyten und kardialen Fibroblas-
ten ausreichend frei von der jeweils anderen Zellfraktion waren, wurde nach spezifischen Pro-
teinen kontrolliert. Als spezifisches Protein für Kardiomyozyten wurde α-Actinin 2 (145) und für 
Fibroblasten Vimentin (146) verwendet. Damit zeigte sich, dass die Kardiomyozyten und die 
Fibroblasten jeweils frei von der anderen Fraktion war (A, B, Abbildung 11). Davon ausgehend 
zeigten sich Cofilin-2 und miR-301a vorwiegend in Kardiomyozyten exprimiert (C, D, E, Abbil-
dung 11). 
 
Abbildung 11: Cofilin-2 und miR-301a werden hauptsächlich in NRVCM und weniger in kardialen 
Fibroblasten exprimiert. A, B; Westernblot, welcher die Reinheit der NRVCM und der Fibroblasten 
Fraktion durch Darstellung eines Kardiomyozyten spezifisch exprimierten Proteins (α-Actinin 2) und ei-
nes Fibroblasten spezifischen Proteins (Vimentin) wiedergab. C, D; Cofilin-2 zeigte im Westernblot eine 
höhere Expression in NRVCM als in Fibroblasten (Fibro.) (n=4). GAPDH wurde als endogene Kontrolle 
zur Berechnung der Densitometrie verwendet. E; Echtzeit-PCR-Analyse, die zeigte, dass miR-301a 
hauptsächlich in NRVCM exprimiert wurde (n=4). Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Stu-




3.6 Expressionsmuster der miR-301a in verschiedenen Geweben 
 
Neben der Verteilung innerhalb der Zellfraktionen im Herzen, wurde die Verteilung der 
miR-301a in den verschiedenen Geweben betrachtet. Dafür wurden Proben aus verschiede-
nen Geweben von Rattus norvegicus in einer quantitativen Echtzeit PCR hinsichtlich den Ex-
pressionsniveaus der miR-301a miteinander verglichen. Die Expression im Herzen wurde zur 
Referenz erklärt und die Expression in den anderen Geweben relativ zu dieser berechnet. Es 
zeigte sich eine grundlegende Expression im Herzen sowie der Skelettmuskulatur (Abbildung 
12), wobei sie hier vermehrt in den schnell kontrahierenden Typ 2 Muskelfasern des M. vastus 
medialis als im Vergleich zu den langsam kontrahierenden Typ 1 Muskelfasern des M. soleus 
nachgewiesen werden konnte. Wiederum ließ sich die höchste miR-301a Expression sich im 
Hirngewebe nachweisen. Weitere Gewebe mit nennenswerter Expression waren Ovar und 
Aorta, welche ähnliche Niveaus wie im Herzen zeigten. 
 
Abbildung 12: Unterschiedliche Expression der miR-301a in verschiedenen Geweben. Echt-
zeit-PCR-Analysen von verschiedenen Geweben (Herz, Musculus vastus medialis, Musuclus soleus, 
Leber, Aorta, Ovarien, Darm, Lunge, Gehirn und Niere) von Rattus norvegicus zeigten, dass die 
miR-301a vorwiegend in Skelettmuskulatur und Gehirn exprimiert wird. Ebenfalls hohe Expression fand 






3.7 Serum Response Faktor Aktivität in Abhängigkeit von Cofilin-2 und 
miR-301a  
 
Über Cofilin-2 ist bekannt, dass es eine tragende Rolle im Aktinstoffwechsel einnimmt und 
dessen Dynamik beeinflusst, indem es beispielsweise die Filamentlänge der Sarkomere steu-
ert oder für die Instandhaltung des sarkomerischen Aktins sorgt. Ebenfalls ein essentieller Be-
teiligter bei der Regulierung der Aktin Dynamik ist der Transkriptionsfaktor, Serum Response 
Faktor (SRF). Um zu klären, ob es eine Verbindung von Cofilin-2 mit SRF in Muskelzellen gibt, 
wurde die SRF-Aktivität in Abhängigkeit von Cofilin-2 und auch miR-301a in C2C12 Myoblas-
ten untersucht. 
 
3.7.1  Generierung eines Cofilin-2 Überexpressionskonstrukts und 
„Knockdown“ von Cofilin-2 in C2C12-Zellen 
 
Damit die Wirkung von Cofilin-2 auf die SRF-Aktivität in C2C12-Zellen überprüft werden 
konnte, wurde eine Möglichkeit zur Regulierung der Expression von Cofilin-2 benötigt. Zur 
Überexpression wurde Cofilin-2 mittels Gateway™ Technologie in den pcDNA™-DEST40 Ziel-
vektor eingebracht (siehe Methoden, 2.2.4.6). Dieser sorgt durch einen CMV Promotor für eine 
konstant hohe Expression. Mit diesem Vektor konnte Cofilin-2 in den C2C12-Zellen überexpri-
miert werden (A, B, Abbildung 13). Für die Minderung der Expression von Cofilin-2 wurden 
siRNAs gegen Cofilin-2 eingesetzt. Durch deren Transfektion konnte die Proteinexpression so 
gesenkt werden (C, D, Abbildung 13). Für die miR-301a Überexpression wurden die oben 
beschriebenen Mimics verwendet (siehe B, Abbildung 4; A, B, Abbildung 5) sowie für die Hem-
mung die microRNA Inhibitoren (C, D, Abbildung 5).  
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Abbildung 13 Generierung eines Cofilin-2 Überexpressionskonstrukts und „Knockdown“ von 
Cofilin-2 in C2C12-Zellen. A, B; Westernblot, welcher die Überexpression von Cofilin-2 (Cofilin-2) 
durch pcDNA™-DEST40 (2µg/Well) im Vergleich zum Leervektor (Ctrl) in C2C12-Zellen zeigt (n=4). C, 
D; Westernblot, der die verringerte Expression von Cofilin-2 durch Einsatz einer siRNA gegen Cofilin-2 
(siCofilin-2) im Vergleich zu einer Kontroll-siRNA (siCtrl; je 100pmol/Well) darstellt (n=4). Als endogene 
Kontrolle wurde GAPDH verwendet. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, 
D) durchgeführt. Signifikanzniveaus *: p<0,05. Fehlerbalken: SEM. 
 
3.7.2 Einfluss von Cofilin-2 und miR-301a auf die SRF-Aktivität in C2C12 
Myoblasten 
 
Zur Quantifizierung der SRF-Aktivität wurde der Luciferasereporter, pGL4.34 mit einem SRF 
sensiblen Element verwendet (A, Abbildung 14). Dieser Vektor sorgte in Anwesenheit des 
Transkriptionsfaktors SRF für die Produktion einer Luciferase, luc2P, dessen Vorhandensein 
indirekt durch Bestimmung der von ihm ausgehenden Lumineszenz ermittelt werden konnte 
(siehe Methoden, 2.2.5.14), und diente somit zur Quantifizierung der SRF-Aktivität. Die 
C2C12-Zellen wurden zusammen mit dem pGL4.74 Vektor transfiziert, welcher für eine 
Renilla-Luciferase zur endogenen Kontrolle kodiert. Weiterhin wurde die kleine GTPase RhoA, 
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Ras homolog gene family, member A, als Stimulator der SRF-Aktivität kotransfiziert (147), um 
die Wirkung von Cofilin-2 und miR-301a auch innerhalb einer aktivierten SRF Kaskade über-
prüfen zu können.  
Durch Überexpression von Cofilin-2 konnte unter Stimulation mit RhoA vermehrte SRF-Aktivi-
tät nachgewiesen werden (B, Abbildung 14), wohingegen die Verminderung von Cofilin-2 zu 
einer spiegelbildlichen Senkung der SRF-Aktivität führte, welche durch RhoA nicht ausgegli-
chen werden konnte (C, Abbildung 14). Konkordant dazu präsentierte sich bei dem Einsatz 
von microRNA Inhibitoren gegen miR-301a eine Steigerung der SRF-Aktivität ohne RhoA. Al-
lerdings kam es nur unter konstitutiv aktivem RhoA zu einer weiteren Steigerung, die sich beim 
Wildtyp RhoA nicht darstellte (D, Abbildung 14). Übereinstimmende Ergebnisse mit dem 
„Knockdown“ von Cofilin-2 ließen sich durch Überexpression von miR-301a erzielen, da es 
auch hier zu einer deutlichen Verringerung der SRF-Aktivität sowohl mit als auch ohne RhoA 
kam (E, Abbildung 14). Zusammenfassend zeigte Cofilin-2 eine aktivierende und miR-301a 
eine inhibierende Wirkung auf die SRF-Aktivität in C2C12-Zellen. 
 
Abbildung 14: Cofilin-2 führt zu einer Steigerung und miR-301a zu einer Senkung der SRF-Akti-
vität in C2C12 Myoblasten. A; Schematische Übersicht des Luciferasereporters, pGL4.34, mit SRF 
sensiblem Element vor der Luciferase (luc2P) zur Detektion der Aktivität. B; Überexpression von Cofi-
lin-2 (pcDNA™-DEST40, 0,5µg/Well) gegenüber Leervektor (Ctrl) zusammen mit RhoA (no : kein RhoA; 
CA: konstitutiv aktiv; WT: Wildtyp) führte zu gesteigerter SRF-Aktivität in C2C12 Myoblasten. C; Minde-
rung der Expression von Cofilin-2 durch siRNA-Einsatz (25pmol/Well) gegenüber der Kontroll-siRNA 
(siRNA Ctrl) zeigten eine geringere SRF-Aktivität, sowohl mit als auch ohne RhoA. D; MicroRNA-Inhi-
bitor (Anti-301a; 25pmol/Well) im Vergleich zur Kontrolle (Anti-Ctrl) vermittelte Senkung der Expression 
von miR-301a führte ebenfalls zu einer Steigerung der SRF-Aktivität auch bei Ko-Transfektion mit 
RhoA-CA. E; Durch microRNA Mimics hervorgerufene Überexpression von miR-301a (20pmol/Well) 
gegenüber der Negativ Kontrolle (miR-neg) zeigte eine Reduktion der SRF-Aktivität, gleichwohl ob 
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RhoA anwesend war oder nicht. Alle Versuche wurden im Hexaplikat durchgeführt und zur Normalisie-
rung der Lumineszenz wurde mit Renilla Luciferase (pGL4.74) kotransfiziert. Statistische Analysen wur-
den mit Two-Way ANOVA (B, C, D, E) angefertigt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; 
‡: p<0,001. Fehlerbalken: SEM. 
 
3.7.3 Veränderung der Expression von SRF abhängigen Genen in C2C12-Zellen 
 
Da es sich bei dem Serum Response Faktor um einen Transkriptionsfaktor handelt, wurde 
auch die Expression von verschiedenen Genen untersucht, welche durch diesen reguliert wer-
den. Dabei wurde die Expression in der quantitativen Echtzeit PCR von den SRF -abhängigen 
Genen Skeletmuskuläres α-Aktin, Acta1, Herzmuskel α-Aktin, Actc1 und dem Protoonkogen 
c-Fos beobachtet. Bei Überexpression von Cofilin-2 zeigte sich die vermehrte mRNA-Expres-
sion von Acta1 und Actc1, allerdings ohne signifikante Beeinflussung von c-Fos (A, Abbildung 
15). Bei Überexpression von miR-301a zeigte sich auf der einen Seite eine Senkung der Ex-
pression von Cofilin-2 und c-Fos. Auf der anderen Seite kam es wiederum zu einer deutlichen 
Steigerung der Actc1-Expression bei unverändertem Niveau von Acta1 (B, Abbildung 15).  
 
Abbildung 15: Beeinflussung von Cofilin-2/miR-301a Überexpression auf SRF-abhängige Gene. 
A; Echtzeit-PCR-Analysen zeigten, dass durch Überexpression von Cofilin-2 (pcDNA™-DEST40, 
1µg/Well) die SRF abhängigen Gene Acta1 und Actc1 heraufreguliert werden, wohingegen c-fos unbe-
einflusst blieb. B; Bei erhöhter Expression von miR-301a durch microRNA Mimics zeigten sich Cofilin-2 
und c-fos weniger exprimiert. Die Expression von Acta1 erschien unverändert und Actc1 erhöht. Beide 
Versuche wurden in C2C12 Myoblasten in Hexaplikaten durchgeführt. Statistische Analysen wurden mit 
zweiseitigem Student‘s t-test (A, B) durchgeführt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; ‡: 
p<0,001. Fehlerbalken: SEM. 
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3.8 Einfluss von miR-301a/Cofilin-2 auf die Expression von fötalen Genen 
und Zelloberfläche in NRVCM 
 
Bei dem Cs1-/- Mausmodell zeigte sich ein dilatativer Phänotyp ohne Zeichen einer DCM 
typischen Hypertrophie des linken Ventrikels, obgleich es zu einer deutlichen Hochregulierung 
der fötalen Gene nppa, nppb und dem Marker für Calcineurin Aktivität, Rcan1-4, kam (87, 88). 
Ausgehend hiervon sollte die Wirkung von Cofilin-2 und miR-301a auf ebendiese Variablen, 
fötale Genexpression und Zellgröße, in vitro in NRVCM untersucht werden. Die Expression 
der fötalen Gene wurde mit der oben erwähnten Multiplex PCR gemessen (siehe 2.2.5.7) und 
als Maß für die Zellgröße wurde die zweidimensionale Bestimmung der Zelloberfläche 
eingesetzt (siehe 2.2.5.15). Weiterhin wurde als pharmakologischer Stimulus zur Induktion von 
Hypertrophie in den Zellen Phenylephrin (PE) in einer Konzentration von 5µM eingesetzt. Bei 
PE handelt es sich um einen Agonisten am α1-Adrenorezeptor. Somit ist es ein 
Sympathomimetikum, welches in Kardiomyozyten zu einer Zunahme der Expression von 
Hypertrophie assoziierten Genen sowie einer Vergrößerung der Kardiomyozyten führt (148).  
 
3.8.1 Heraufregulation von miR-301a führte zu erhöhter Expression von 
Rcan1-4 
 
Die Überexpression von miR-301a wurde durch den Einsatz von microRNA Mimics durchge-
führt, welche durch Transfektion mit Lipofectamine® RNAiMAX in die NRVCM eingebracht 
wurden (siehe 2.2.3.7). Dies führte zu einem deutlichen Anstieg der miR-301a Expression in 
den Kardiomyozyten (A, Abbildung 16). Für die weiteren Versuche wurde mit 5pmol miR-301a 
Mimic je Well gearbeitet, da sich so schon eine 963-fache Expression der miR-301a zeigte (A, 
Abbildung 16). Durch vermehrte Expression von miR-301a ließ sich das Rcan1-4 Proteinni-




Abbildung 16: Heraufregulation von miR-301a führt zu vermehrter Expression von Rcan1-4. A; 
Echtzeit-PCR-Analyse, die zeigt, dass miR-301a suffizient im Vergleich zur Negativkontrolle (miR-neg) 
in NRVCM durch Transfektion der microRNA Mimics hochreguliert werden kann (n=3, logarithmische 
Skalierung). Bei den weiteren Versuchen wurde mit 5pmol Mimic/Well und 5µM Phenylephrin (PE) ge-
arbeitet. B, C; Überexpression von miR-301a führt zu verstärkter Protein Expression von Rcan1-4. Sta-
tistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (A) oder Two-Way ANOVA (C) angefertigt. 
Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; †: p<0,01; ‡: p<0,001. Fehlerbalken: SEM. 
 
 
3.8.2 Minderung von miR-301a führt zu keiner Veränderung Proteinexpression 
von Rcan1-4 
 
Für den „Knockdown“ der miR-301a in NRVCM wurden microRNA-Inhibitoren genutzt, welche 
Komplexe mit der endogenen microRNA bilden und sie so biologisch inaktivieren. Ihre Wirkung 
kann indirekt durch den Nachweis der Überexpression einer Zielstruktur (siehe C, D, Abbildung 
5) erbracht werden. Rcan1-4 ließ sich hier in der Proteinexpression durch verringerte Expres-
sion von miR-301a nicht signifikant beeinflussen unabhängig von der PE Induktion (A, B, Ab-




Abbildung 17: Minderung der miR-301a Expression führt zu unveränderter Proteinexpression 
von Rcan1-4. A, B; Die Proteinexpression von Rcan1-4 stellte sich als nicht signifikant reguliert dar, 
unabhängig ob Phenylephrin anwesend war oder nicht. Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem 
Two-Way ANOVA (B) angefertigt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; †: p<0,01. Fehler-
balken: SEM. 
 
3.8.3 Heraufregulation von Cofilin-2 führt zu vermehrter Expression von fötalen 
Genen und zu Reduktion der Zelloberfläche 
 
Um die in vitro Wirkung von Cofilin-2 in NRVCM zu untersuchen, wurde Cofilin-2 mithilfe des 
hergestellten pDEST40 Konstruktes (siehe 2.2.4.7) überexprimiert, indem die NRVCM mit Li-
pofectamine® 3000 transfiziert wurden. So konnte eine signifikante Überexpression im Wes-
ternblot in NRVCM (A, B, Abbildung 18) sowie in der quantitativen Echtzeit PCR (C, Abbildung 
18) gezeigt werden. Bei Betrachtung der fötalen Gene, nppa und nppb, fiel auf, dass es zu 
einem starken Anstieg der Expression im Vergleich zur Kontrolle kam. Dies wurde durch den 
Einsatz von PE noch weiter verstärkt, sodass es bei nppa zu einer 20-fachen und bei nppb zu 
einer 19-fachen Steigerung der Expression gegenüber der Kontrolle ohne PE kam (D, Abbil-
dung 18). Die Zellgrößenmessung dagegen ergab ein konträres Bild, da sich entgegen der 
Erhöhung der Hypertrophie assoziierten Gene hier eine Verkleinerung der Zelloberfläche in 
den Zellen mit Cofilin-2 Überexpression im Median um 50µm2 gegenüber den mit Leervektor 
behandelten Zellen zeigte. In der Gruppe der PE behandelten Zellen fand sich eine Verkleine-
rung im Median um 94µm2 gegenüber der Kontrolle mit PE. Des Weiteren wurde der Effekt 




Abbildung 18: Cofilin-2 Hochregulation führt zu verstärkter Expression fötaler Gene und Verrin-
gerung der Zellgröße. A, B; Westernblot, der die Überexpression von Cofilin-2 (Cofilin-2) durch 
pcDNA™-DEST40 (2µg/Well) im Vergleich zum Leervektor (Ctrl) in NRVCM zeigt (n=4/3). Bei den wei-
teren Versuchen wurde ebenfalls mit 2µg/Well und 5µM Phenylephrin (PE) gearbeitet. C; Quantitative 
Echtzeit PCR, welche die Erhöhung der Cofilin-2 Expression zeigt (n=4). D; In der Multiplex PCR führte 
die Überexpression von Cofilin-2 zu verstärken Expressionsniveaus der Hypertrophie assoziierten Gene 
nppa, nppb. Die durch PE induzierte, erhöhte Expression ließ sich so weiter steigern (n=3). E, F; Erhö-
hung von Cofilin-2 führte bei der Zellgrößenbestimmung zu einer Verkleinerung der Zellen auch unter 
PE Stimulation (n>600). Statistische Analysen wurden mit zweiseitigem Student‘s t-test (B, C), Two-Way 
ANOVA (D) oder One-Way ANOVA (F) angefertigt. Signifikanzniveaus n.s.: nicht signifikant; *: p<0,05; 




4  Diskussion 
 
4.1 Cofilin-2 und miR-301a in Mausmodellen kardialer Pathologien 
 
Die Organisation der Aktinfilamente ist ein komplexer Vorgang mit vielen Interaktionspartnern, 
die diesen Stoffwechsel beeinflussen. Die Vertreter der ADF/Cofilin Familie sind ubiquitär in 
Eukaryoten vorkommende, aktinbindende Proteine (149), die einen essentiellen Beitrag zur 
Aktindynamik leisten. In Säugetieren werden drei verschiedene Mitglieder dieser Familie ex-
primiert, nämlich das in allen Zellen vorkommende Cofilin-1, das auf Epithelien und Endothe-
lien beschränkte ADF und Cofilin-2, welches hauptsächlich in Skelett- und Herzmuskulatur 
exprimiert wird (150). Ihre Struktur ist in den vorkommenden Spezies hoch konserviert (151) 
und ihre Funktionen sind im Wesentlichen die Bindung und Spaltung von Aktin Filamenten am 
„gealterten“ ADP-haltigem, langsam wachsenden (-) Ende (33). Neben der Bindung von fila-
mentösen F-Aktin gibt es im Cofilin-2-Protein auch eine Bindestelle für monomeres G-Aktin in 
einem 1:1 Verhältnis (152). Weiterhin interagiert die ADF/Cofilin-Familie mit Tropomyosinen, 
welche als physiologische Inhibitoren der ADF/Cofilin vermittelten Aktin Dynamik fungieren 
(153). Reguliert werden die Mitglieder dieser Familie durch Phosphorylierung am Serin-3-Rest, 
welches sie in ihrer aktinspaltenden Funktion inaktiviert und zu einer Stabilisierung der Aktin 
Filamente führt. Dies geschieht hauptsächlich durch die LIM Kinasen, LIMK1/2, und die ver-
wandten Kinasen, TESK1/2 (144). Aktiviert wird die ADF/Cofilin-Familie dementsprechend 
durch Dephosphorylierung, welches durch Phosphatasen der Slingshotfamilie (SSH1/2/3) 
(154) und weiteren Proteinen wie CIN, PP1, PP2A geschieht (144). Die Regulierung der Kina-
sen und Phosphatasen selbst ist ebenfalls komplex, da unterschiedlichste Signalwege wie 
beispielsweise der ROCK Signalweg oder die Calcium abhängige Kinase, CaMKIIβ, über die 
Aktivierung der LIMK zu einer vermehrten Inaktivierung der Cofilin-Familie führen sowie F-Ak-
tin und Calcineurin über die Aktivierung der SSH zu einer Aktivierung der Cofilin-Familie führen 
(155). Diese komplexe Regulierung der ADF/Cofilin-Familie deutet auf ihre bedeutende Rolle 
im Aktinstoffwechsel hin. 
Cofilin-2 ist die Skelett- und Herzmuskelspezifische Isoform aus der ADF/Cofilin Familie und 
kann bei bestimmten Mutationen im Menschen zu einer Nemalinmyopathie führen, die sich 
durch Muskelschwäche und Nemalinkörperchen in den betroffenen Muskelfasern auszeichnet 
(156). Cofilin-2 liegt im Menschen auf Chromosom 14 (157) und hat neben seiner Aktin spal-
tenden Funktion die Aufgabe der Überwachung der Filamentlänge des F-Aktin in den 
Sarkomeren, indem es die unkontrollierte Verlängerung von F-Aktin verhindert und so für die 
korrekte Aktin Organisation im Sarkomer verantwortlich ist (158). Die Funktion der Instandhal-
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tung des Aktinzytoskelettes scheint eine essenzielle Funktion von Cofilin-2 zu sein, da konsti-
tutive Cofilin-2-/- Mäuse eine normale Muskelentwicklung und Anordnung primärer Myofibrillen 
zeigen, aber dann aufgrund von Skelettmuskeldysfunktionen postnatal um Tag 8 herum ver-
sterben (159). Cofilin-2-/- Tiere zeigen bei Geburt keinen kardialen Phänotyp mit einem unauf-
fälligen Herzgewicht und normaler Funktion. Die Myopathie im Skelettmuskel stellt sich in die-
sem Modell unter anderem durch das Auftreten von Proteinaggregaten dar. Weiter zeigen sich 
Veränderungen in der α-Aktin Regulierung mit vermehrter Expression von ACTA2, der Isoform 
der glatten Muskelzellen, was vermuten lässt, dass Cofilin-2 an dem postnatalen Umbau der 
Sarkomere beteiligt ist (160).  
Subramanian und andere haben gezeigt, dass Cofilin-2 eine Verbindung mit der idiopathi-
schen DCM (iDCM) aufweist, indem es in phosphorylierter Form in vermehrt vorkommenden 
Aggregaten in humanen Herzgewebe von iDCM Patienten nachgewiesen werden konnte. Ne-
ben den erhöhten Cofilin-2-Werten in den Aggregaten war auch die Gesamtmenge an Phos-
pho-Cofilin-2 erhöht. Weiterhin führt die erhöhte Phosphorylierung zur Bildung von Stressfa-
sern innerhalb der Kardiomyozyten und hemmt so die normale Funktionsweise, sodass Dys-
regulation von Cofilin-2 mit vermehrter Phosphorylierung ein neuer Ansatz der Pathogenese 
der iDCM ist (161), zumal Verlust von Cofilin-2 im Mausmodell ebenfalls zur Akkumulation von 
filamentösen Aktin im Skelettmuskel führt (159). Dies wird dadurch unterstrichen, dass sich im 
herzspezifischen Heterozygoten Cofilin-2 „Knockout“ Mausmodell ein DCM Phänotyp mit re-
duziertem Fractional Shortening und Desorganisation von Aktin zeigt (161). Somit stellt die 
Cofilin-2 Inaktivierung durch Phosphorylierung eine Möglichkeit der Entwicklung einer DCM. 
Hier konnte Cofilin-2 als Zielstruktur der miR-301a identifiziert werden. Sowohl die 
Luciferasereporterversuche zeigen, dass miR-301a die 3’UTR von Cofilin-2 reguliert, als auch 
die Mutation der Bindestellen, dass dort signifikante Positionen (Position 370 und 1030) in der 
3’UTR zu finden sind, die durch miR-301a beeinflusst werden. Dem steht die funktionelle Re-
gulierung in den NRVCM bei, die ebenfalls durch miR-301a vermittelt eine Verminderung von 
Cofilin-2 zeigt. Weiterführend werden auch die mRNA-Niveaus von Cofilin-2 durch miR-301a 
verringert, was auf eine Degradierung der Cofilin-2-mRNA durch Bindung von miR-301a 
schließen lässt (162). Ein ähnliches Bild findet sich in dem Calsarcin-1 „Knockout“ Mausmodell 
wieder, da sich passend zur Runterregulierung der miR-301a eine Enthemmung von Cofilin-2 
findet, die in einer vermehrten Proteinexpression mündet.  
In Betracht der Beeinflussung der DCM Entstehung durch Cofilin-2 Inaktivität, könnte dies den 
Schluss nahelegen, dass die Heraufregulierung von Cofilin-2 in den Calsarcin-1-/- Tieren, wel-
che durch die Herabregulierung der miR-301a mitbeeinflusst wird, eine Art Schutz gegen die-
sen Mechanismus bieten könnte, da Phospho-Cofilin-2 unverändert exprimiert blieb und somit 
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bei erhöhtem Gesamt-Cofilin-2 vermehrt die aktive Form vorhanden ist, um somit der Entste-
hung von Aktinakkumulationen entgegenwirken zu können.  
Neben der Regulierung in dem Cs1-/- Modell stellte sich Cofilin-2 auch in den Calcineurin trans-
genen und MLP-/--Modell als heraufreguliert dar. Da bei diesen Modellen die Phosphorylierung 
nicht untersucht wurde, kann keine Aussage über die Aktivität von Cofilin-2 getroffen werden. 
Beim Calcineurin transgenen Mausmodell zeigen die Tiere durch Überexpression der Phos-
phatase Calcineurin eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT3. Dies führt zu kardialer 
Hypertrophie mit schwerer Fibrose und führt letztlich zu Herzversagen (67). Wang und andere 
haben gezeigt, dass Cofilin-1 in HeLa und HEK293T durch induzierten Calcium Einstrom ver-
mehrt durch die Slingshotphosphatase, SSH1L, Calcineurin abhängig dephosphoryliert und 
somit aktiviert wird (163). Dieser Mechanismus konnte unter anderem auch in weiteren Zellty-
pen wie Neuronen bestätigt werden (164, 165). Die Übertragbarkeit auf Cofilin-2 ist zwar da-
hingehend limitiert, dass es sich um andere Zelltypen sowie um Cofilin-1 und nicht Cofilin-2 
handelt. Allerdings ist die Regulierung der beiden generell sehr ähnlich und das Aufkommen 
dieser Regulierung in den verschiedensten Zellsystemen könnte für einen generellen Mecha-
nismus sprechen. Somit ist eine theoretische Verbindung von Calcineurin induzierter Cofilin-2 
Aktivität auch in Kardiomyozyten gegeben. Ob dies wirklich so stattfindet, bedarf weiterer Ver-
suche. Allerdings lässt sich so die vermehrte Expression von Cofilin-2 und vermutlich ver-
mehrte Aktivität auch durch die erhöhte Calcineurin-Aktivität, wie im Calsarcin-1-/- oder Calci-
neurin transgenen Model demonstriert, erklären. 
Bei dem MLP-/- Mausmodell findet sich eine gestörte Zytoarchitektur nach der Geburt, welches 
mit dem Bild einer DCM mit Hypertrophie, Fibrose und Herzversagen einhergeht (71). Die 
Funktion von MLP umfassen verschiedene Bereiche. Unter anderem arbeitet es als mechano-
sensitiver Stresssensor in Kardiomyozyten (166). Des Weiteren haben Papalouka und andere 
gezeigt, dass MLP direkt mit Cofilin-2 interagiert und einen Komplex bildet, der an der 
Z-Scheibe lokalisiert ist. Zusammen mit MLP im Verhältnis von 2:1 ist Cofilin-2 im sauren Milieu 
(pH 6,8) in der Lage Aktin effektiver als ohne MLP zu spalten (167). Somit wirkt MLP syner-
gistisch auf die Cofilin-2 Aktivität, sodass die vermehrte Expression beim MLP-/- Modell ein 
Versuch sein kann, das Fehlen von MLP zu kompensieren. Außerdem soll MLP ebenfalls Cal-
cineurin an der Z-Scheibe binden (168). So könnte es zu einer Komplexbildung von Cofilin-2, 
MLP und Calcineurin an der Z-Scheibe kommen, indem MLP als verbindendes Element dient. 
Wenn diese beiden Mausmodelle betrachtet werden, zeigt sich, dass Cofilin-2 zum einen 
durch die Heraufregulation und zum anderen durch die direkten Verbindungen mit diesen Sig-
nalkaskaden bei diesen Modellen eine gewisse pathophysiologische Relevanz besitzt, ob-
gleich es für das genaue Verständnis weiterer Versuche bedarf.  
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Ein Widerspruch zeigt sich bei der Heraufregulierung der miR-301a in diesen beiden Modellen, 
da in den Cs1-/- eine Herunterregulation der miR-301a vorherrscht. Dieses Dilemma kann auch 
nicht gelöst werden, indem es auf einen Calsarcin-1 spezifischen Effekt zurückzuführen ist, da 
der in vitro „Knockdown“ von Calsarcin-1 keine Veränderung der miR-301a Expression zeigt. 
Dementsprechend lässt dies weiterhin die Frage offen, warum sich die miR-301a lediglich in 
dem Calsarcin-1-/--Modell als vermindert exprimiert findet. Gegebenenfalls könnte die verrin-
gerte miR-301a auch eine Langzeitfolge der Calsarcin-1-Depletion sein, die in einem kurzen 
in vitro Versuch nicht abgebildet werden kann. Nichtsdestotrotz kann die erhöhte Expression 
von Cofilin-2 in diesem Mausmodell durch die verringerte miR-301a Expression mit bedingt 
sein, da die miR-301a vermittelte Inhibition der Cofilin-2 Expression wegfällt. Im Umkehr-
schluss könnte so die erhöhte Cofilin-2 Expression in den CnA TG und MLP-/- Tieren durch 
miR-301a Heraufregulierung begrenzt werden, um eine noch aggressivere Expressionsstei-
gerung von Cofilin-2 zu verhindern.  
 
4.2 Auswirkungen von miR-301a und Cofilin-2 auf Hypertrophie 
 
Bei microRNAs handelt es sich um ubiquitär vorkommende mRNA Regulatoren mit vielfältigen 
biologischen Funktionen (169). In Bezug auf kardiale Pathologien wie Herzversagen und Hy-
pertrophie sind mehrere microRNAs bekannt, die daran maßgeblich beteiligt sind (170). Aus-
gehend von dem Calsarcin-1-/- Mausmodell konnte die miR-301a als differentiell regulierte 
microRNA identifiziert werden und so erstmalig der Bezug von miR-301a zur DCM hergestellt 
werden (86).  
Um die Auswirkungen von miR-301a und Cofilin-2 auf die Regulation von Hypertrophie sowie 
Zellgröße in NRVCM zu bestimmen, wird zum einen die Messung der Zelloberfläche als Maß 
für eine zelluläre Hypertrophie genutzt und zum anderen auf die Expression der Transkripte 
von nppa und nppb geachtet. Diese beiden Gene kodieren für die Proteine ANF, Atrialer nat-
riuretischer Faktor und BNP, B-natriuretisches Peptid, welche essenziell für die Entwicklung 
des Herzens sind und somit als Teil des fötalen Genprogrammes bezeichnet werden. Bei pa-
thologischem Stress wie beispielsweise Hypertrophie oder Herzversagens kommt es im Her-
zen zur Heraufregulierung dieser Gene, sodass sie sich als Marker für die Hypertrophie etab-
liert haben (52, 171). Als weiterer Marker wird hier Rcan1-4 verwendet, welcher als NFAT 
sensitiver Marker für Calcineurin Aktivität dient (59). Wie aus vorherigen Arbeiten hervorgeht, 
ist gezeigt worden, dass miR-301a sowohl unter dem Induktor von Hypertrophie, Phenylephrin 
(PE) (148), als auch ohne eine Steigerung der Expression von nppa, nppb und Rcan1-4 her-
vorruft, obgleich es zu keiner Veränderung der Zellgröße kommt (88). Dazu passend kommt 
es bei Inhibition von miR-301a zur genau entgegengesetzten Regulation von nppa, nppb und 
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Rcan1-4 (88), was wiederum zeigt, dass miR-301a zwar die Expression von fötalen Genen 
induzieren sowie die Calcineurin-Aktivität steigern kann, was durch die Rcan1-4-Proteinex-
pression repräsentiert wird (76). Doch scheint der Effekt nicht stark genug zu sein oder lange 
genug wirken können, um wirklich eine Vergrößerung der Zellen auszulösen. Eine Erklärung 
könnte sich daraus entwickeln, dass miR-301a als Aktivator der NF-κB Aktivität durch Inhibition 
des NF-κB-repressing factor, Nkrf, dient (132). In der Induktion der fötalen Gene durch 
miR-301a Überexpression kommt es zur Übereinstimmung, da auch vermehrte NF-κB Aktivität 
in Kardiomyozyten zur gesteigerten Expression fötaler Gene führt (172). Interessanterweise 
kommt es im db/db Mausmodell, welches einen Modellorganismus für Fettleibigkeit, Diabetes 
und Dyslipidämie mit der Entwicklung einer diabetischen, kardialen Dysfunktion darstellt, zu 
einer erhöhten miR-301a Expression im Ventrikel, ähnlich wie im Calcineurin transgenen und 
MLP-/- Modell. Darüber hinaus ist ebenfalls der spannungsabhängige Kaliumkanal Kv4.2 als 
Zielstruktur der miR-301a identifiziert worden (173). Über Kv4.2 ist wiederum bekannt, dass 
es bei Überexpression in NRVCM zu einer Verringerung der Zellgröße, ANF Expression und 
NFAT Aktivierung bei Phenylephrin induzierter Hypertrophie führt (174). Dieser inhibitorische 
Effekt von Kv4.2 lässt sich somit gut mit den Effekten der miR-301a in Einklang bringen, da es 
bei Kv4.2 Überexpression sowie bei miR-301a „Knockdown“ zu konkordanten Ergebnisse 
kommt.  
Hier wurde die Überexpression von Cofilin-2 in NRVCM mittels Transfektion untersucht. Dabei 
führte Cofilin-2 zu einer erhöhten Expression von nppa und nppb vor allem unter PE Induktion 
in den Kardiomyozyten. Demgegenüber stand eine Verkleinerung der Zellen und die aufgeho-
bene Wirkung von PE bei der Messung der Zellgröße. Diese Ergebnisse bezüglich der Zell-
größe können durch die für Kardiomyozyten spezifischere, adenovirale Überexpression von 
Cofilin-2 in NRVCM nicht bestätigt werden, da es dort zu keiner signifikanten Veränderung der 
Zellgröße kommt (86). Trotz der unterschiedlichen Resultate lässt sich dieser Trend mit einer 
ähnlichen Regulierung in vivo in dem Calsarcin-1-/- Modell vergleichen, welche durch eine 
starke Aktivierung der fötalen Gene und das Fehlen von Hypertrophie gekennzeichnet ist, was 
an unverändertem Herzgewicht und gleichbleibender Zellgröße festgemacht wird (86). Die hier 
gemessene Verkleinerung der Zellen könnte auch ein Zeichen von vermehrtem Zelluntergang 
und Apoptose sein. So ist für das strukturell ähnliche Cofilin-1 beschrieben worden, dass ver-
mehrte Cofilin-1-Aktivität zu verstärkter Translokation des proapoptotisch wirkenden Protein 
Bax zu den Mitochondrien führt (175). Ob es bei Cofilin-2 Überaktivität auch zur Förderung der 
Apoptose kommt, ist ungeklärt. 
Kritisch muss beachtet werden, dass sowohl die Überexpression von Cofilin-2 als auch die 
Überexpression und Inhibition von miR-301a durch Transfektion hervorgerufen worden ist. 
Diese methodischen Unterschiede zwischen adenoviraler Infektion (86) und Transfektion bie-
ten eine Erklärung der unterschiedlichen Ergebnisse, da bei der unspezifischen Transfektion 
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zwar die Kardiomyozyten transfiziert werden. Allerdings finden sich, wie hier gezeigt, auch 
kardiale Fibroblasten bei den NRVCM in Kultur, welche somit ebenfalls transfiziert werden und 
den Vektor beziehungsweise die microRNA aufnehmen. Die Interaktion zwischen kardialen 
Fibroblasten und Kardiomyozyten ist komplex und noch nicht zufriedenstellend verstanden, 
was auch durch die methodisch anspruchsvolle Arbeit der Erforschung ihrer Interaktionen be-
dingt ist (176). In diesem Zusammenhang wird die Induktion von Hypertrophie in Kardiomy-
ozyten durch Fibroblasten beschrieben. Dabei können parakrin sezernierte microRNA in Exo-
somen, welche von den Fibroblasten abgegeben werden, eine tragende Rolle spielen, da die 
neben weiteren microRNA enthaltene miR-21* die mRNA von SORBS2 und PDLIM5 in den 
Kardiomyozyten inhibiert und somit Hypertrophie induziert. Dies kann therapeutisch nutzbar 
gemacht werden, da die pharmakologische Inhibition der miR-21* in vivo vor einer Angioten-
sin-II induzierten kardialen Hypertrophie schützen kann (177). Ob diese Art der Signalübertra-
gung überhaupt und wenn in welchem Ausmaß hier involviert ist, bleibt unklar, zumal die Zell-
kontakte durch die Präparation aufgetrennt werden und die Zellen sich in einem artifiziellen 
Umfeld befinden, welches nicht mit den Bedingungen im Herzgewebe vergleichbar ist. Den-
noch zeigt es, dass die Mitbeeinflussung von kardialen Fibroblasten erhebliche Auswirkungen 
haben kann und die Ergebnisse somit unter Vorsicht betrachtet werden müssten.  
Die unterschiedlichen Regulationen von NRVCM durch miR-301a und Cofilin-2 lassen sich 
dadurch lösen, dass microRNAs im Allgemeinen mehr als eine Zielstruktur haben. Bei 
miR-301a sind mehrere Zielgene mit Assoziationen zu Hypertrophie fördernden Signalwegen 
wie oben beschreiben identifiziert worden, sodass die Regulation die durch Überexpression 
und „Knockdown“ hervorgerufen werden, selten monokausal auf einen beteiligten Partner zu-
rückgeführt werden kann. Somit kommt es durch microRNAs gleichzeitig zu unterschiedlichen 
Regulierungen verschiedenster Signalwege durch Beeinflussung mehrerer Zielstrukturen, de-
ren Auswirkungen sich dann als Summe aller Beteiligten präsentiert.  
 
4.3 Beeinflussung von SRF durch Cofilin-2 und miR-301a  
 
Die Zusammenführung der Effekte von Cofilin-2 und miR-301a gestaltet sich nach wie vor 
schwierig, weil es oft zu Ergebnissen mit mangelnder Konkordanz zwischen Zielstruktur und 
microRNA gekommen ist. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit liegt auf der Beeinflussung des 
Serum Response Faktors. Hier zeigt sich eine gleichförmige Regulierung der Beiden, da Co-
filin-2 aktivierend und miR-301a inhibierend auf die SRF-Aktivität wirken. Dies ist deshalb 
gleichförmig, da miR-301a antagonistisch auf Cofilin-2 wirkt. So zeigt sich der Cofilin-2 „Knock-
down“ ein ähnliches Bild wie die miR-301a Überexpression und umgekehrt. Ob der Effekt von 
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miR-301a jetzt ausschließlich auf die Cofilin-2 Wirkung zurückzuführen ist oder ob noch an-
dere von ihr beeinflusste Faktoren involviert sind, kann nicht sicher gesagt werden. Zusätzlich 
ist auch in NRVCM eine konkordante Regulierung von SRF durch miR-301a und Cofilin-2 zu 
beobachten (86). 
Beim Serum Response Faktor, SRF, handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor aus der 
MADS Familie (178). Er ist für die Regulierung einer Vielzahl unterschiedlicher Gene durch die 
Bindung an die sogenannte CarG Box verantwortlich (179). Seine einwandfreie Funktion ist 
entscheidend für eine normale Herzentwicklung und Differenzierung, da ein konditionales Feh-
len mit einer Letalität zwischen dem embryonischen Tag 10,5 und 13,5 aufgrund von kardialen 
Defekten einhergeht (180). Die herzspezifische Inaktivierung von SRF zeigt bei ähnlicher Le-
talität, dass die kardialen Sarkomere und Z-Scheiben hoch desorganisiert sind, was die aus-
schlaggebende Rolle von SRF bei der Gestaltung des kontraktilen Apparates  unterstreicht 
(37). In Kontrast dazu scheint sowohl das Fehlen von miR-301a als auch von Cofilin-2 keinen 
entscheidenden Effekt auf die Entwicklung zu haben (131, 159). Zusätzlich wird Cofilin-2 erst 
in adulten Myozyten quergestreifter Muskulatur produziert und nicht während der Entwick-
lungsphase (181). Die Wichtigkeit der Funktionsfähigkeit von SRF lässt sich in einem Maus-
modell mit herzspezifischer durch Tamoxifen induzierbarer Cre Rekombinase zur Deaktivie-
rung von SRF zeigen. Bei Behandlung mit Tamoxifen in den adulten Tieren wird der Phänotyp 
einer dilatativen Kardiomyopathie mit eingeschränkter Funktion des linken Ventrikels und re-
duzierter Kontraktilität ausgelöst, allerdings ohne das Auftreten kompensatorischer konzentri-
scher Hypertrophie (38). Wiederum kann durch das Exprimieren einer dominant negativen 
Form im transgenen Mausmodell ein ähnlicher Phänotyp mit Dilatation und ohne offensichtli-
che Hypertrophie erzeugt werden (40). Jedoch kommt es bei Überexpression in einem trans-
genen Mausmodell zu einer Kardiomyopathie mit deutlicher Hypertrophie (39). In Anbetracht 
dessen können Veränderungen in dieser Signalkaskade zu schwerwiegenden kardialen Ver-
änderungen führen, was durch Cofilin-2 und miR-301a mitbeeinflusst sein kann. Im heterozy-
goten, herzspezifischen Cofilin-2 „Knockout“ Mausmodell kommt es wie bereits erwähnt eben-
falls zu einem DCM Phänotyp (161), der sich ähnlich präsentiert wie in den adulten Mäusen 
mit Tamoxifen induzierbarer SRF-Depletion (38). Da der in vitro Cofilin-2 „Knockdown“ zu einer 
deutlich verminderten SRF-Aktivität führt, könnte dieser Mechanismus pathophysiologisch 
grundlegend für die Entwicklung dieses Phänotyps sein. Auf der anderen Seite steht der hy-
pertrophe Phänotyp des CnA transgenen und des MLP-/- Modells, bei denen vermehrte Cofi-
lin-2 Expression gezeigt werden konnte, welche wiederum zu erhöhter SRF-Aktivität geführt 
hat und somit an der Entstehung der Hypertrophie beteiligt sein könnte, wie sie das SRF trans-
gene Mausmodell gezeigt hat. Im Widerspruch dazu steht die Regulierung im Calsarcin-1-/- 
Modell, welches zwar eine Erhöhung von Cofilin-2 aber keine Hypertrophie zeigt. Zusätzlich 
kommt es passend zur in vitro Regulierung von SRF durch Cofilin-2 und miR-301a auch in den 
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Calsarcin-1-/- Tieren selbst zu einer gesteigerten kardialen Expression von SRF und RhoA (86). 
Somit führt eine vermehrte Aktivierung der SRF-Kaskade nicht automatisch zu einem hyper-
trophen Phänotyp, was das komplexe Zusammenspiel von miR-301a, Cofilin-2 und SRF in der 
Pathophysiologie der DCM verdeutlicht.  
Calsarcin-1-/- Tiere zeigen erst im reinen C57/BL6 Hintergrund den dilatativen Phänotyp (86), 
wohingegen im gemischten Hintergrund kein Phänotyp sichtbar wird. Doch zeigt sich in diesen 
Tieren eine gesteigerte Antwort bei Druckbelastung (80). Von Nelson und anderen ist darge-
stellt worden, dass SRF für die Induktion der Hypertrophie assoziierten Gene nppa, nppb, 
c-fos, der α-Aktine und weiteren zwingend benötigt wird. Somit ist es maßgeblich bei der Ent-
wicklung pathologischer Hypertrophie beteiligt (182). Dies könnte die Rolle dieser Beziehung 
zwischen miR-301a, Cofilin-2 und SRF vor allem bei kardialem Stress hervorheben. Bei Be-
trachtung der Expression der SRF abhängigen Gene fällt auf, dass Cofilin-2 vor allem Actc1 
und Acta1 induziert, was somit die vermehrte SRF-Aktivität anzeigt. In Kontrast dazu zeigt 
auch miR-301a eine erhöhte Expression von Actc1, obwohl es zu einer Verminderung der 
SRF-Aktivität kommen sollte. Dies könnte durch die weiterreichenden Interaktionen von 
miR-301a bedingt sein. Ob und inwiefern Cofilin-2 und miR-301a an der Differenzierung der 
Kardiomyozyten durch Veränderung der Expression der SRF abhängigen Gene beteiligt sind, 
bedarf weitergehender Versuche.  
Für eine generelle Aktivierung der SRF-Signalkaskade wurde RhoA genutzt (147). Bei RhoA 
handelt es sich um eine kleine GTPase der Rho-Familie mit vielfältigen, fundamentalen Betei-
ligungen bei diversen Zellfunktionen (183). Dabei ist es insbesondere auch an der Entwicklung 
von pathologischer Hypertrophie mit Herzversagen und am Aktinstoffwechsel beteiligt (184). 
Über eine Interaktion von Cofilin-2 mit RhoA ist bekannt, dass RhoA über seinen Effektor 
ROCK zu einer Aktivierung von LIMK-1 führt, welches in einer vermehrten Phosphorylierung 
von Cofilin-2 mündet (185). Dies kann in Kardiomyozyten zur Bildung von „Stress-Fasern“ füh-
ren, da durch Inhibierung von Cofilin-2 unter Aktivierung von RhoA die Polymerisierung von 
Aktin vorangetrieben wird (161). Außerdem kann bei Leptin induzierter Hypertrophie in 
NRVCM eine vermehrte Aktivierung von RhoA und somit eine vermehrte Phosphorylierung 
von Cofilin-2 beobachtet werden, die zur Abnahme des G-Aktin zu F-Aktin Verhältnisses führt 
(186). Bei Betrachtung der Daten aus den C2C12 Myoblasten fällt auf, dass die Aktivierung 
von SRF in diesen Zellen in hohem Maße von dem Vorhandensein des Cofilin-2 abhängig war. 
So lässt sich durch Inhibierung von Cofilin-2 die von RhoA vermittelte Steigerung der SRF-Ak-
tivität sehr stark mindern. Hier kann abgeleitet werden, dass Cofilin-2 sich in der Signalüber-
tragung hinter RhoA befindet, da ein Fehlen von Cofilin-2 auch durch vermehrte RhoA Aktivität 
nicht ausgeglichen werden kann. Um die Frage der Phosphorylierung weiter auszuleuchten, 
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bedarf es weitergehender Experimente in Bezug auf Phospho-Cofilin-2 und dessen Auswir-
kungen auf die SRF-Aktivität. Hier sollte geklärt werden, ob Phospho-Cofilin-2 oder Cofilin-2 
der Grund für eine vermehrte Aktivität unter RhoA ist. Weiter könnte sich der Schluss ergeben, 
dass Phosho-Cofilin-2 vor allem bei RhoA vermittelter Aktivierung von SRF als dessen Kofak-
tor dient und seine ausreichende Expression essentiell für eine ungestörte Signaltransduktion 
ist. Darüberhinausgehend wird postuliert, dass die SRF-Aktivität in sich regenerierenden Axo-
nen von Cofilin-1 abhängig sei und sie sich gegenseitig in ihrer Phosphorylierung beeinflussen, 
sodass sie eine gemeinsame regulatorische Einheit bilden (187). Zwar handelt es sich wieder 
um Cofilin-1 und ein anderes Zellsystem aber es verstärkt den Eindruck der Wichtigkeit von 




Die verschiedenen Funktionen und Interaktionen von Cofilin-2 in Einklang zu bringen gestaltet 
sich mitunter als schwierig. Obwohl die ADF/Cofilin Familie Gegenstand intensiver Forschung 
ist, sind ihre Rollen nicht gänzlich aufgeklärt. Vor allem der Phosphorylierungsstatus ist aktuell 
ins Zentrum der Aufmerksamkeit gerückt und zeigt mit seinen Verbindungen zur Pathogenese 
der DCM auf die pathologische Relevanz von Cofilin-2 (158, 161).  
Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Funktionen von Cofilin-2 könnte sich aus 
der Lokalisation von Cofilin-2 ergeben, da diese nicht einheitlich beschrieben ist. Einige Arbei-
ten lokalisieren es an der Z-Scheibe in Skelettmuskelzellen (167), andere an der M-Linie in 
Kardiomyozyten (158). Daraus kann entwickelt werden, dass es je nach Lokalisation in der 
Zelle mit daraus resultierenden variierenden und teils noch unbekannten Bindungspartnern zu 
unterschiedlichem Wirken kommt (160). Cofilin-2 stellt sich somit als funktioneller Knotenpunkt 
dar, auf welchen vielfältige Signalwege konvergieren (149).  
Nichtsdestotrotz bleiben Fragen bezüglich der vermehrten Aktivität von Cofilin-2 und deren 
Auswirkungen auf die Zellfunktion im Herzen nicht ausreichend geklärt. Hier konnte die Cofi-
lin-2 Expression mit vermehrter Aktivierung von Hypertrophie assoziierten Genen und einer 
entscheidenden Bedeutung für die SRF Signalkaskade in Zusammenhang gebracht werden 
(Abbildung 19). Auch dass Cofilin-2 in den getesteten Mausmodellen vermehrt vorkam, unter-
mauert den Verdacht, dass Cofilin-2 in der Pathogenese kardialer Myopathien eine tragende 
Rolle spielen könnte. Gleichwohl steht die Klärung der Frage aus, ob Cofilin-2 hier als Auslöser 
kardialer Pathologien gilt oder kompensatorisch wirksam ist. Außerdem konnte mit der 
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miR-301a die erste microRNA beschrieben werden, welche Cofilin-2 als wichtigen Knoten-
punkt in Kardiomyozyten reguliert. Zusammengefasst impliziert dies eine Rolle sowohl von 
miR-301a als auch von Cofilin-2 bei der Pathogenese der DCM. 
Für ein weitergehendes Verständnis der Funktionen von aktivem Cofilin-2 in Zusammenspiel 
mit miR-301a sind noch weitere in vivo Versuche unabdinglich. Hier könnte der Ansatz eines 
transgenen Tiermodells beispielsweise für konstitutiv aktives Cofilin-2 gerade in Verbindung 
mit pathologischen Stimuli wie transaortaler Konstriktion angedacht werden. Für miR-301a 
könnte zum Beispiel ein „Knockdown“ mit microRNA Inhibitoren herbeigeführt werden, was im 
Tiermodell als weitestgehend etabliertes Verfahren gilt (188).  
Abschließend lässt sich sagen, dass natürlich der potentielle therapeutische Nutzen das 
höchste Ziel ist. Hier stellen sich mit Cofilin-2 und miR-301a zwei potentiell vielversprechende 
Angriffspunkte dar, die allerdings noch weiterer Bemühungen bedürfen, um als potentiell the-
rapeutisches Ziel verstanden zu werden. 
 
 
Abbildung 19: Schematische Übersicht der möglichen Interaktion von Cofilin-2. Pfeile bedeuten 
eine Stimulation oder Aktivierung. Die Pfeile mit stumpfem Ende zeigen eine Inhibition an. Die roten 
Pfeile deuten auf Ergebnisse im Rahmen dieses Projektes hin. P; Phosphorylierung. Dunkelgrünes Ak-




Eine der häufigsten Ursachen für die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist die dilatative Kar-
diomyopathie. Deren Entstehung liegt in bis zu 50% eine genetische Ursache zugrunde. Die 
dabei wirkenden molekularen Mechanismen in der Pathogenese sind nach wie vor nicht zu-
friedenstellend verstanden. In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe ist mit dem Calsarcin-1 
defizienten Mausmodell gearbeitet worden, welche eine dilatative Kardiomyopathie mit Dilata-
tion des linken Ventrikels und Induktion der Hypertrophie assoziierten fötalen Gene ohne Hy-
pertrophie der Kardiomyozyten entwickeln. Ausgehend von diesem Modell ist die microRNA, 
miR-301-3p, als herunterreguliert identifiziert worden. Ziel dieser Studie war nun die Identifi-
zierung kardialer, bislang unbekannter Zielstrukturen der miR-301a und die Charakterisierung 
ihrer Funktion im Herzen. 
Im Verlauf ist Cofilin-2, welches als aktinspaltendes Protein bekannt ist, als Zielstruktur der 
miR-301a entdeckt worden, was durch Mutation der Bindestellen und Nachweis der in vitro 
Regulation verifiziert worden ist. Passend zu der verminderten Expression der miR-301a in 
den Calsarcin-1 defizienten Tieren zeigt sich eine verstärkte Cofilin-2 Expression bei gleich-
bleibendem Phosphorylierungsstatus, welcher auf eine vermehrte Cofilin-2-Aktivität in diesem 
Modell hindeuten könnte. Weitere Mausmodelle des Herzversagens haben ebenfalls erhöhte 
Expressionsniveaus von Cofilin-2 gezeigt. Im Widerspruch zu den Calsarcin-1-/- Tieren ist hier 
aber auch miR-301a vermehrt exprimiert, was sich in vitro nicht durch einen Calsarcin-1 spe-
zifischen Effekt erklären lässt. Die hauptsächliche Expression sowohl von miR-301a als auch 
von Cofilin-2 findet sich dabei in Kardiomyozyten und weniger in kardialen Fibroblasten. 
Funktionell zeigen miR-301a und Cofilin-2 eine Übereinstimmung in der Regulierung des 
Serum Response Faktors, da miR-301a inhibierend und Cofilin-2 stimulierend auf die Aktivität 
des Serum Response Faktors wirken. In neonatalen Kardiomyozyten führt Cofilin-2 zu einer 
Induktion der Hypertrophie assoziierten Gene mit gleichzeitiger, fraglicher Verkleinerung der 
Zellen. 
Zusammenfassend implizieren die erhobenen Daten eine Beteiligung der miR-301a und 
Cofilin-2 in der Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathie. Die größte Konkordanz zeigt 
sich hier vor allem in der Regulierung des Serum Response Faktors. Allerdings bleiben die 
Ursachen bezüglich der unterschiedlichen Regulation in den untersuchten Mausmodellen oder 
der Dissoziation zwischen Zellgröße und Induktion des fötalen Genprogramms weiter unklar. 
Somit sollten weitere Versuche die Klärung der Signifikanz der Beteiligung von miR-301a und 
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-/-   „Knockout“ Mausmodell 
3’UTR   3’ untranslatierte Region 
ADS   Puffer für Präparation der NRVCM 
ANOVA  Varianzanalyse 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
BSA   Bovines Serum Albium 
Cfl2   Cofilin 2 
CnA   katalytische Untereinheit A von Calcineurin 
Cs1-/-   Calsarcin 1 „Knockout“ 
DCM   Dilatative Kardiomyopathie 
ddH2O   Doppelt destilliertes Wasser 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphate 
FCS   fetal calf serum 
FS   Fractional Shortening 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
LV   Linker Ventrikel 
LVEDD  linksventrikulären, enddiastolischen Durchmessers (LVEDD) 
miR   microRNA 
MLP   Muscle LIM Protein 
NCBS   Newborn Calf Serum 
NFATc   Nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 
Nppa   Gen für ANF, Atrialer natriuretischer Faktor 
Nppb   Gen für BNP, B-natriuretisches Peptid 
NRVCM  Neonatale ventrikuläre Kardiomyozyten von Ratten 
nt   Basenpaare 
OD600  Optische Dichte bei 600nm 
PBS   Phosphated buffered saline 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
qRT   quantitative Realtime PCR (Echtzeit PCR) 
Rcan1-4  Regulator Of Calcineurin 1, Isoform 4 
RhoA   Ras homolog gene family, member A 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm    rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
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RT   Raumtemperatur 
SDS   Natriumlaurylsulfat (sodium lauryl sulfate) 
SRF   Serum-Response-Faktor 
TAC   transverse aortic constriction 
TBST   „Tris-buffered saline“ mit Tween20 
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